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Metabolische und funktionelle Veränderungen in Skelettmuskeln von ApoE-knockout-
Mäusen unter dem Einfluss von Angiotensin II und Ausdauertraining 
 
Universität Leipzig, Dissertation 
86 S., 134 Lit., 29 Abb., 3 Tab.  
 
Referat: 
Bei einer Vielzahl von kardiovaskulären Erkrankungen, wie der Arteriosklerose, kommt  
es zur Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems und einer steigenden       
Konzentration von Angiotensin II im Plasma. Ein weiteres Kennzeichen, z.B. bei der  
Herzinsuffizienz, ist die reduzierte Belastungstoleranz, die mit einer verminderten        
Skelettmuskelfunktion einhergeht. In dieser Studie wurden Untersuchungen an Skelett-
muskeln von ApoE-knockout-Mäusen durchgeführt, die als Tiermodell für kardiovaskuläre 
Erkrankungen dienen. Als etabliertes Modell ist es durch das Fehlen von ApoE und die 
damit erhöhte Konzentration an Lipoproteinen charakterisiert, was für die Pathophysiolo-
gie von kardiovaskulären Krankheiten von Bedeutung ist. Ziel der Studie war es, den Ein-
fluss von Angiotensin II auf die metabolischen Veränderungen an der Skelettmuskulatur 
und auf die Skelettmuskelfunktion sowie die damit einhergehenden molekularen Verände-
rungen zu untersuchen. Des Weiteren wurde der Einfluss von zusätzlichem Ausdauer-
training analysiert. Hauptaugenmerk wurde dabei auf die Erfassung von Veränderungen 
des metabolischen Profils in definierten Fasertypen (SO, FOG, FG) mittels Zytophoto-
metrie gelegt. Es wurde die fasertypspezifische glykolytische und oxidative Enzymaktivität 
mittels Zytophotometer und im Muskelhomogenat gemessen. Eine Muskelfaseranalyse 
wurde durchgeführt. Weiterhin erfolgte die Untersuchung von funktionellen Veränderun-
gen im Skelettmuskel nach Angiotensin II-Infusion und nach zusätzlichem Ausdauer-
training. Ferner wurde der Beitrag von IGF-1 quantitativ erfasst. In dieser Studie konnte 
zum ersten Mal gezeigt werden, dass sich Faserzusammensetzung und Metabolismus der 
Skelettmuskulatur unter Angiotensin II-Gabe verändern. Durch Ausdauertraining werden 
diese Alterationen abgemildert bzw. rückgängig gemacht, was auf einen positiven Effekt 





A   Mäusegruppe mit Angiotensin II-Gabe ohne Training 
Abb.   Abbildung 
ABC   Avidin-Biotin-Enzymkomplex 
ACE   Angiotensin-Converting-Enzym  
ADP   Adenosin-Diphosphat 
AG   Antigen 
AK   Antikörper 
Ang II   Angiotensin II 
ANOVA  Analysis of variance 
APAMOS  Automatic Photometric Analysis of Microscopic Objects by         
   Scanning 
ApoE   Apolipoprotein E 
Aqua dest.  Destilliertes Wasser 
arb. Units  Arbitrary unit 
ATR   Angiotensin-Rezeptor 
ATP    Adenosin-Triphosphat 
ATPase   Adenosin-Triphosphatase 
BSA   Bovines Serumalbumin 
bzw.   Beziehungsweise 
C   Mäuse der Kontrollgruppe 
ca.   Circa 
CaCl2    Calciumchlorid 
cDNA   komplementäre Desoxyribonukleinsäure 
CH   Chylomikronen 
cm
2   
Quadratzentimeter 




CoCl2    Cobaltchlorid 
Ct   Threshold Cycle 
DAB   Diaminobenzidin 
DNA   Deoxyribonucleic acid; Desoxyribonukleinsäure 
dNTP   Desoxyribonukleosidtriphosphat 
EC   Enzyme Commission 
EDL    Musculus extensor digitorum longus 
etc.   Et cetera 
Ex   Mäusegruppe mit Angiotensin II-Gabe und Ausdauertraining 
FAD   Flavin-Adenin-Dinucleotid (oxidierte Form)  
FADH2  Flavin-Adenin-Dinucleotid (reduzierte Form) 
FG   Fast glycolytic 
FOG   Fast oxidative glycolytic 
FRET   Fluorescence resonance energy transfer 
g   Gramm 
GH   Growth Hormon 
GPDH   Glycerol-3-Phosphat-Dehydrogenase 
HCl    Chlorwasserstoffsäure 
HDL   High-Density-Lipoprotein 
HMG-CoA  Hydroxy-Methylglutaryl-Coenzym A 
H2O   Wasser 
H2O2     Wasserstoffperoxid 
HPRT   Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase 
Hz   Hertz 
ICAM   Intercellular adhesion molecule 
IDL   Intermediate-Density-Lipoprotein 




IGF-1   Insulin-like growth factor 1 
IL   Interleukin 
KCl   Kaliumchlorid 
kg   Kilogramm 
LDH   Lactat-Dehydrogenase 
LDL   Low-Density-Lipoprotein 
Lit.   Literatur 
LPL   Lipoproteinlipase 
m   Meter 
M   Molare Masse 
M.    Musculus 
max.   Maximal 
MCP   Monocyte chemoattractant protein 
mg   Milligramm 
MgCl2   Magnesiumchlorid 
mGPDH  Mitochondriale Glycerol-3-Phosphat-Dehydrogenase 
MgSO4  Magnesiumsulfat 
MHC    Myosin heavy chain 
min   Minute 
ml   Milliliter 
mM   Millimol 
MMPs   Matrix-Metalloproteinasen 
mN   Millinewton 
mol   Mol 
mRNA  Messenger RNA 
ms   Millisekunde 




MW   Mittelwert 
N.    Nervus 
NaCl   Natriumchlorid 
NADH/H+  Nicotin-Adenin-Dinucleotid (reduzierte Form)    
NAD       Nicotin-Adenin-Dinucleotid (oxidierte Form) 
NaHCO3  Natriumhydrogencarbonat 
NaH2PO4H2O  Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat 
NaOH    Natriumhydroxid 
NBT    Nitroblau-Tetrazoliumsalz 
NF-kappa B   Nuclear factor-kappa B 
nm   Nanometer 
Nr.   Nummer 
ns   Nicht signifikant 
O2   Sauerstoff 
p   Irrtumswahrscheinlichkeit 
PBS    Phosphate buffered saline 
PCR    Polymerase Chain Reaction; Polymerase-Kettenreaktion 
PFA   Paraformaldehyd 
PGC   Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 
qRT-PCR  Quantitative Real-Time-Polymerase-Chain-Reaction 
RAAS   Renin-Angiotensin-Aldosteron-System 
RNA   Ribonucleic acid; Ribonukleinsäure 
ROS   Reactive oxygen species 
RT   Reverse Transkriptase 
RTS    Omniscript Reverse Transkriptase 
s   Sekunde 




SEM   Standardfehler 
SD   Standardabweichung  
SDH    Succinat-Dehydrogenase 
SO   Slow oxidativ 
SOL    Musculus soleus 
TA    Musculus tibialis anterior 
Tab.   Tabelle 
Taq   Thermus aquaticus 
TNF-α   Tumornekrosefaktor-α 
TVV   Registrierungsnummer des Tierversuchs 
U   Unit; Einheiten der Enzymaktivität 
U/min   Umdrehungen pro Minute 
VCAM  Vascular cell adhesion molecule 
VLDL   Very-Low-Density-Lipoprotein 
vs.   Versus 
z.B.   Zum Beispiel 
ZNS   Zentrales Nervensystem 
µg   Mikrogramm 
µl   Mikroliter 
μm   Mikrometer 
μm2   Quadratmikrometer 
°C   Grad Celsius 
%   Prozent
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1. Einleitung und Aufgabenstellung 
1.1 Einleitung 
Die Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) spielt sowohl im 
Kontext der normalen kardiovaskulären Alterung als auch bei zahlreichen Herz-Kreislauf-
Erkrankungen, einschließlich Hypertonie oder chronischer Herzinsuffizienz, eine Rolle. 
Besonders bei Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz können signifikant erhöhte Kon-
zentrationen von Angiotensin II (Ang II) im Plasma nachgewiesen werden [Francis et al., 
1988; Cohn et al., 1984]. Ein weiteres Kennzeichen dieser Patienten ist eine reduzierte 
körperliche Belastbarkeit. Diese geht mit einer eingeschränkten Skelettmuskelfunktion, 
einschließlich gestörter Kontraktilität [Perreault et al., 1993], einer gesteigerten Aktivie-
rung des Immunsystems [Toth et al., 2006] sowie mit einer reduzierten muskulären Pro-
teinsynthese [Toth et al., 2005] und einem verstärkten Proteinabbau einher [Tisdale, 2002].  
In der aktuellen Literatur ist gut dokumentiert, dass die Bindung von Ang II an den Ang II-
Rezeptor-Subtyp-1 (ATR-1) eine Kaskade von Signalmolekülen aktiviert [Inagami, 1999], 
was letztendlich zur Muskelatrophie führt [Brink et al., 2001]. Die Relevanz von Ang II für 
Skelettmuskelveränderungen wird weiterhin durch Studien gestützt, die zeigen, dass ein 
Angiotensin-Converting-Enzym (ACE)-Hemmer mit einer verbesserten Leistungsfähigkeit 
assoziiert ist [Onder et al., 2002]. Des Weiteren unterstützen auch genetische Studien die 
Hypothese, dass das ACE-System Auswirkungen auf die Skelettmuskelfunktion und die 
körperliche Leistungsfähigkeit hat [Williams et al., 2000; Costa et al., 2009].  
Abgesehen von dem Verlust an Muskelmasse gibt es Hinweise darauf, dass qualitative 
Veränderungen in der Fasertypzusammensetzung und Veränderungen in Mitochondrien 
unabhängig vom Muskelschwund einen globalen Einfluss auf die Muskelfunktion haben 
[Middlekauff, 2010]. Alterationen der Skelettmuskelfunktion werden häufig von einem 
geänderten Fasermetabolismus begleitet. Zum besseren Verständnis der metabolischen 
Situation in der Skelettmuskulatur sollten alle metabolischen Veränderungen im Zusam-
menhang mit definierten Fasertypen stehen. Zu diesem Zweck kann die physiologisch-
metabolische Fasertypisierung in SO (slow oxidative), FOG (fast oxidative glycolytic) und 
FG (fast glycolytic) genutzt werden. Die metabolischen Eigenschaften der Muskelfasern 
können so z.B. zytophotometrisch durch die Aktivitätsmessung der Glycerol-3-Phosphat-
Dehydrogenase (GPDH) und der Succinat-Dehydrogenase (SDH) in seriellen Querschnit-
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ten bestimmt werden [Punkt, 2002]. Die Aktivität dieser Enzyme charakterisiert folglich 
das metabolische Profil von Muskelfasern. Darüber hinaus können metabolische Verschie-
bungen durch Änderungen im GPDH/SDH-Aktivitätsquotienten quantifiziert werden.  
Weiterhin ist die Skelettmuskeldysfunktion, z.B. bei chronischer Herzinsuffizienz, mit 
einem proinflammatorischen Zustand [Gielen et al., 2003] und erhöhtem oxidativen Stress 
[Keith et al., 1998], vermutlich vermittelt durch gesteigerte Konzentrationen an Ang II, 
vergesellschaftet [Sukhanov et al., 2011]. Unter etlichen Angriffspunkten für redox-
abhängige Ang II-Interaktionen in der Skelettmuskulatur scheinen die Modulation der  
Insulin/Insulin-like growth factor Achse [Brink et al., 2001] und die mitochondriale Bio-
genese eine wichtige Rolle zu spielen [Garnier et al., 2009; Mitsuishi et al., 2009]. So führt 
z.B. die Infusion von Ang II in Mäusen zu einem herabgesetzten Spiegel des zirkulieren-
den Insulin-like growth factor 1 (IGF-1) und die lokale Überexpression von IGF-1 verhin-
dert die Ang II vermittelte Proteolyse und Skelettmuskelapoptose [Song et al., 2005].  
Mehrere Berichte in der aktuellen Literatur thematisieren den „cross-talk“ zwischen IGF-1 
und Ang II-vermittelter Reactive-Oxygen-Species (ROS)-Produktion. Hier wird ein beson-
derer Fokus auf die Muskelmasse ohne Berücksichtigung der Muskelfunktion gelegt 
[Sukhanov et al., 2011].  
Alles in allem wird daher in der vorliegenden Arbeit sowohl eine Muskelfaseranalyse als 
auch eine Messung der fasertypspezifischen Enzymaktivitäten nach Ang II-Infusion und 
nach zusätzlichem Ausdauertraining untersucht. Außerdem erfolgt eine Betrachtung der 
metabolischen Veränderungen im Gesamtmuskel. Des Weiteren wird die Auswirkung auf 
die funktionelle Kapazität der Skelettmuskulatur nach Ang II-Infusion und nach zusätzli-
chem Ausdauertraining sowie der „cross-talk“ zwischen Ang II und IGF-1 untersucht.  
  




Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit dem Einfluss von Angiotensin II auf die meta-
bolische und funktionelle Kapazität des Skelettmuskels von Apolipoprotein E (ApoE)-
defizienten Mäusen. Dabei wird auch der Effekt von Ausdauertraining untersucht. 
Es resultieren die folgenden Aufgaben: 
1. Muskelfaseranalyse und Messung der fasertypspezifischen glykolytischen und          
oxidativen Enzymaktivitäten  
Die Analyse des Musculus soleus (SOL) und des Musculus extensor digitorum longus 
(EDL) wird mittels verschiedener Klassifizierungssysteme durchgeführt. Relative Enzym-
aktivitäten in den einzelnen Muskelfasern werden zytophotometrisch erfasst. So kann das 
metabolische Profil der Muskelfasern aus verschiedenen experimentellen Tiergruppen ver-
glichen werden. Es sollen drei Gruppen von ApoE-defizienten Mäusen untersucht werden: 
− Tiere ohne Behandlung (sie sind die Kontrollgruppe und erhalten eine                 
Natriumchlorid-Infusion) 
− Tiere mit Ang II-Infusion  
− Tiere mit Ang II-Infusion und Ausdauertraining  
Weiterhin wird die cross section area (Querschnittsfläche) der Muskelfasern des SOL der 
verschiedenen Tiergruppen ermittelt. 
2. Metabolische Veränderungen im Gesamtmuskel 
Es werden glykolytische und oxidative Enzymaktivitäten im Homogenat der Muskeln aus 
den verschiedenen Tiergruppen gemessen und verglichen. 
3. Untersuchung von funktionellen Veränderungen im Skelettmuskel nach Angiotensin II- 
 Infusion und nach zusätzlichem Ausdauertraining 
Dazu wird eine Muskelkraftanalyse des SOL durchgeführt. Weiterhin soll der Beitrag von 
IGF-1 quantitativ erfasst werden. 
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2. Theoretische Grundlagen 
2.1 Klassifizierungssysteme für Skelettmuskelfasern 
Skelettmuskelfasern können je nach Klassifizierungssystem in slow- und fast-Fasern, nach 
der myofibrillären Adenosin-Triphosphatase (ATPase)-Aktivität in I, IIA, IIB Fasern oder 
als SO (slow oxidativ), FOG (fast oxidative-glycolytic) und FO (fast glycolytic) eingeteilt 
werden. Eine Typisierung erfolgt entweder nach physiologischen, histochemischen, bio-
chemischen oder zytophotometrischen Merkmalen. Bei allen Klassifizierungen gibt es  
sowohl Übereinstimmungen als auch Differenzen, sodass nicht automatisch von einem 
Einteilungssystem auf ein anderes geschlossen werden kann [Punkt, 2002]. Tabelle 1 stellt 
einen Überblick der unterschiedlichen Klassifizierungen dar.  
Unter physiologischen Gesichtspunkten lassen sich die Fasern nach der Myosin-Heavy-
Chain (MHC)-Isoform in slow- und fast-Fasern einteilen. Diese Unterteilung erfolgt     
immunhistochemisch mit einem Antikörper gegen MHC-slow bzw. MHC-fast. Des Weite-
ren kann nach der Kontraktionszeit, der Ermüdungsfrequenz etc. unterschieden werden.  
Eine histochemische Einteilung wird anhand der myofibrillären ATPase-Aktivität vorge-
nommen. Hierbei erfolgt eine Zuordnung zu Typ I, IIA oder IIB Fasern. Die Bestimmung, 
zu welchem Fasertyp die jeweilige Muskelfaser gehört, wird durch die MHC-Isoformen 
festgelegt. Der theoretische Hintergrund lässt sich wie folgt erläutern. Das Aktivitätslevel 
der ATPase schwankt zwischen den Isoformen. Slow-MHCs spalten das Adenosin-
Triphosphat (ATP) langsam und fast-MHCs spalten das ATP schnell. Es entsteht bei    
fast-Fasern in der gleichen Zeit mehr Reaktionsprodukt als bei slow-Fasern, die histoche-
mische Färbung ist folglich dunkler [MPL, 2009]. Die ATPase-Aktivitäten unterscheiden 
sich weiterhin in ihrer Säure- und Alkalistabilität, sodass mit einer sauren bzw. alkalischen 
Präinkubation die unterschiedlichen MHC-Isoformen dargestellt werden können. Guth und 
Samaha (1969) entwickelten hierfür die Technik. Typ I Fasern zeigen nach alkalischer 
Präinkubation eine schwache, Typ II Fasern eine starke Färbung. Eine Subdifferenzierung 
der Typ II Fasern erfolgt mittels saurer Präinkubation (siehe Tabelle 1). Somit ist die  
Muskelfaserklassifizierung über die verschiedene Säure- bzw. Alkalistabilität der ATPase-
Aktivität der MHC-Isoformen möglich. Guth und Yellin (1971), Nemeth et al. (1979), 
Reichmann und Pette (1984), Schiaffino et al. (1990), Larson (1992) und Punkt (2002) 
stellten fest, dass die Enzymaktivitäten innerhalb eines Fasertyps stark variabel sind. Die 
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mit der ATPase-Reaktion typisierten Fasern sind nicht gleichzeitig auch metabolisch typi-
siert, sondern es kommt zwischen ihnen zu Überlappungen. Folglich ist ein differenzierte-
res System zur eindeutigen Muskelfaserklassifizierung erforderlich. Erstmals kombiniert 
wurden das physiologische und metabolische Klassifizierungssystem von Peter et al. 
(1972). In einem Muskelhomogenat aus schnell bzw. langsam zuckenden Muskeln wurden 
oxidative und glykolytische Enzymaktivitäten gemessen. Sie wurden entsprechend ihrer 
biochemischen Enzymaktivität in SO, FOG und FG Fasern eingeteilt. Die meisten        
Skelettmuskeln bestehen jedoch aus verschiedenen Fasertypen. Mit der Messung im   
Muskelhomogenat kann folglich keine Aussage zur metabolischen Situation einer einzel-
nen Muskelfaser gegeben werden [Punkt, 2002]. Es ist ersichtlich, dass mit qualitativen 
histochemischen Methoden keine metabolische Charakterisierung und somit keine quanti-
tative Aussage erfolgen kann.  
Die Zytophotometrie kombiniert die qualitative Histochemie mit der messbaren Bio-
chemie. Es lassen sich, durch die Kombination von zytophotometrisch quantifizierbaren 
Enzymaktivitäten (ATPase, SDH, GPDH) und der immunhistochemischen Unterscheidung 
in slow- und fast-Fasern an einer Muskelfaser, physiologische und metabolische Aussagen 
treffen. Mögliche Überlappungen bei der Zuordnung zu den Fasertypen werden damit 
vermieden. Zusammenfassend stellt die Zytophotometrie eine geeignete Methode zur   

















MHC IIA, IIB 
Schnelle ATP-  
Spaltung 
(600 mol/s) 







Max. tetanische Kraft/ motorische 
Einheit 
350 mN 550-1300 mN 








Immunhistochemie  Slow Fast 
Reaktion mit anti-slow MHC IgG  Positiv Negativ 
Reaktion mit anti-fast MHC IgG  Negativ Positiv 
Enzymhistochemie  I IIA IIB (IIX) 
Die ATPase-Aktivität der 
verschiedenen MHCs (I, IIA, IIB) 
unterscheidet sich in der Säure- und 
Alkalistabilität 
 
Färbung nach Präinkubation pH 9,4 






















Zytophotometrie  SO FOG II FOG I FG 
Enzymaktivität der Muskelfasern: 
ATPase Niedrig Hoch Hoch Hoch 
GPDH Niedrig Mittel Mittel Hoch 





       IIA              IIB (IIX) 
Mitochondriendichte Hoch Hoch Niedrig 
Kapillarität Hoch Hoch Niedrig 
Größe des Motoneurons Klein Groß 
Axondurchmesser 8-14 μm 9-18 μm 
Tab. 1: Klassifizierung von humanen Skelettmuskelfasern (verändert nach Punkt, 
2002)  
Die nummerischen Werte gelten für Skelettmuskeln an Beinen von Säugetieren und wurden ent-
nommen von: Peter et al. (1972), Pette und Vroba (1985), Ebert und Asmussen (1986), Billeter und 
Hoppeler (1992). 
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2.2 Markerenzyme zur Charakterisierung von Muskelfasereigenschaften 
In der vorliegenden Arbeit wird die Aktivität folgender charakteristischer Markerenzyme 
der Skelettmuskelfasern dargestellt und zytophotometrisch gemessen: 
 Succinat-Dehydrogenase (EC 1.3.5.1) zur Charakteristik des oxidativen Stoff-
wechsels 
 mitochondriale Glycerol-3-Phosphat-Dehydrogenase (EC 1.1.5.3) zur Darstellung 
des glykolytischen Stoffwechselweges 
 myofibrilläre Adenosin-Triphosphatase (EC 3.6.4.1) für die Aussage über die   
Kontraktilität der Skelettmuskelfasern 
Im Folgenden wird auf die besondere Eignung dieser strukturgebundenen Enzyme zur 
Charakterisierung der Muskelfasern eingegangen. 
2.2.1 Succinat-Dehydrogenase 
Die SDH ist an der inneren Mitochondrienmembran fest verankert. Sie katalysiert im    
Citratzyklus die Umwandlung von Succinat in Fumarat und fungiert als Komplex II der 
Atmungskette [Hofmann, 2006]. In verschieden Untersuchungen wurde bereits gezeigt, 
dass die SDH als Maß für die oxidative Kapazität des Skelettmuskels geeignet ist [Reich-
mann und Pette, 1984; Hoppeler, 1990; Billeter und Hoppeler, 1992]. 
2.2.2 Glycerol-3-Phosphat-Dehydrogenase 
Es wird eine zytosolische von einer mitochondrialen GPDH unterschieden. Beide sind von 
Bedeutung, um Reduktionsäquivalente zu regenerieren. Diese, zum großen Teil aus der 
Glykolyse stammenden Äquivalente, können die Mitochondrienmembran an Wasserstoff 
gebunden nicht passieren. So reduziert die zytosolische GPDH mit Hilfe von NADH/H
+
 
Dihydroxyacetonphosphat zu Glycerol-3-Phosphat. Anschließend kann die mGPDH das 
Glycerol-3-Phosphat wieder oxidieren und überträgt dabei die Reduktionsäquivalente auf 
FAD, welches zu FADH2 reduziert wird. FADH2 überträgt die Elektronen an das Ubichi-
non der Atmungskette [Lehninger, 2005]. In vorherigen Studien konnte gezeigt werden, 
dass die Aktivität der mitochondrialen GPDH der Aktivität glykolytischer Schlüssel-
enzyme proportional ist [Pette und Bücher, 1963; Pette, 1966; Pieper et al., 1984]. Somit 
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lässt sich die Verwendung der mGPDH-Aktivität als indirekter Marker der glykolytischen 
Aktivität in der Skelettmuskulatur rechtfertigen [Reichmann und Pette, 1984; Schmal-
bruch, 1985; van Noorden und Butcher, 1991; Billeter und Hoppeler, 1992]. 
2.2.3 Adenosin-Triphosphatase 
Die im Myosin-Kopf lokalisierte ATPase hydrolysiert ATP zu ADP (Adenosin-
Diphosphat) und Phosphat und stellt somit Energie für die Muskelkontraktion bereit.   
Folglich hängt die Kontraktionsaktivität der Myofibrillen von der ATPase-Aktivität ab 
[Schmidt und Lang, 2007]. Histochemisch können unterschiedliche ATPase-Systeme dar-
gestellt werden, wie z.B. das Oxidation-Phosphorylierung-koppelnde System, das Calci-
um-Transport-System des sarkoplasmatischen Retikulums und das myofibrillär-kontraktile 
System. Mit verschiedenen Methoden können die jeweiligen ATPase-Aktivitäten erfasst 
werden [Borgers et al. 1991]. In der vorliegenden Arbeit wird die Methode nach Padykula 
und Herman (1955) angewandt, welche die „myofibrilläre“ Aktivität, also die Myosin- und 
die mitochondriale ATPase-Aktivität, ermittelt. Diese korreliert positiv mit der Kontrakti-
onsgeschwindigkeit des Skelettmuskels und stellt somit ein Maß für die Kontraktilität dar 
[MPL, 2009]. 
2.3 Apolipoprotein E 
Im Jahr 1992 wurde die erste ApoE-doppel-knockout-Maus durch homologe Rekombina-
tion in embryonalen Stammzellen erstellt. Es konnte gezeigt werden, dass die ApoE-
knockout-Maus ähnliche arteriosklerotische Veränderungen, wie sie auch beim Menschen 
auftreten, entwickelt [Zhang et al., 1992; Plump et al., 1992]. Somit ist sie das derzeit wohl 
am meisten genutzte Maus-Modell in Studien über Arteriosklerose. Sie zeichnet sich durch 
hohe Plasmaspiegel an Low-Density-Lipoproteinen (LDL) und Very-Low-Density-Lipo-
proteinen (VLDL) und eine verminderte Aufnahme von diesen und ähnlichen Proteinen 
über den LDL-Rezeptor aus. ApoE-knockout-Mäuse haben daher drastisch erhöhte Choles-
terinwerte und entwickeln schnell Arteriosklerose und andere kardiovaskuläre Erkrank-
ungen [Zaragoza et al., 2011]. Im Folgenden soll kurz auf die Charakteristik des ApoE 
eingegangen und seine Rolle im Fettstoffwechsel erläutert werden.  




Das ApoE ist ein Glykoprotein und Bestandteil von im Plasma zirkulierenden Lipoprotei-
nen. Es spielt unter anderem als Ligand für den LDL-Rezeptor (auch ApoB/E-Rezeptor 
genannt) eine entscheidende Rolle. An der Oberfläche befindlich reguliert es den Plasma-
gehalt der Lipoproteine (siehe Abschnitt 2.3.2). Das ApoE wird zum größten Teil in der 
Leber synthetisiert. Andere Syntheseorte sind die Niere, die Gonaden, die Milz, das Gehirn 
oder die Makrophagen. Es existieren drei kodominant vererbte Allele (ɛ2, ɛ3, ɛ4) auf 
Chromosom 19, welche unter anderem für die drei Haupt-Isoformen E2, E3 und E4 kodie-
ren [Beisiegel et al., 1989]. Sie unterscheiden sich in ihrer Bindungsstärke am LDL-
Rezeptor und in ihrer Affinität für Lipoproteine [Davignon et al., 1988]. Das ɛ4 Allel wird 
z.B. in Verbindung mit Alzheimer, der koronaren Herzkrankheit oder cerebrovaskulären 
Dysfunktionen gebracht [Anoop et al., 2010]. ApoE nimmt neben der Wirkung auf den 
Lipidstoffwechsel auch Einfluss auf die Koagulation, oxidative Prozesse, Makrophagen, 
das zentrale Nervensystem (ZNS), die Inflammation oder die Zellproliferation [Davignon, 
2005]. Das Fehlen von ApoE steht im Zusammenhang mit komplexen Arteriosklerose-
läsionen als ein Ergebnis der Plasmaakkumulation von cholesterinhaltigen Lipoproteinen 
[Curtiss, 2000].  
2.3.2 Die Rolle des ApoE im Fettstoffwechsel 
ApoE hat eine Schlüsselrolle im Stoffwechsel von Lipoproteinen und reguliert folglich 
dessen Plasmagehalt. Am höchsten ist es an VLDL-Partikel und Chylomikronen gebunden, 
geringer an High-Density-Lipoproteine (HDL). Es fungiert als Ligand für den LDL-
Rezeptor und den Chylomikronen-Remnants-Rezeptor [Herz et al., 1988]. Des Weiteren ist 
es wichtig bei der Konversion von VLDL zu LDL [Chung und Segrest, 1983]. Der Meta-
bolismus der Lipoproteine stellt ein komplexes System dar. Daher kann hier nur oberfläch-
lich auf die einzelnen Schritte, bezugnehmend auf die Rolle des ApoE, eingegangen    
werden. Der Stoffwechsel der Lipide gliedert sich in ein exogenes und ein endogenes 
Transportsystem. Im exogenen Weg werden Lipide mit der Nahrung in den Körper aufge-
nommen, im endogenen werden Lipoproteine hepatischen Ursprungs abgebaut. Zunächst 
wird der exogene Weg beschrieben.  
Die mit der Nahrung aufgenommenen Fette werden von verschiedenen Lipasen gespalten 
und lagern sich als Mizellen, bestehend aus freien Fettsäuren, Cholesterin, Gallensäure und 
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Monoglyceriden, zusammen. Sie treten mit den Enterozyten in Kontakt und die Lipide 
werden im Jejunum in die Dünndarmzellen aufgenommen. Hier entstehen wieder Triglyce-
ride, die mit Cholesterin zu Chylomikronen verpackt werden. Chylomikronen sind Lipo-
proteine. Sie bestehen aus Lipiden (Triglyceride, Cholesterin und Phospholipide) und   
Eiweißen, den Apolipoproteinen und werden über die Lymphe an das Blut abgegeben. Die 
endothelständige Lipoproteinlipase, befindlich in Kapillaren von z.B. Fett- und Skelett-
muskelgewebe, reduziert die Chylomikronen zu Chylomikronen-Remnants, indem Trigly-
ceride in die Gewebe abgegeben werden. Gleichzeitig nehmen sie bei diesem Prozess  
Cholesterinester und das ApoE aus HDL-Partikeln auf. Die nun entstandenen Remnants 
werden über den gleichnamigen Rezeptor, vermittelt durch ApoE, in die Leber aufgenom-
men.  
Der endogene Stoffwechselweg läuft folgendermaßen ab. In der Leber werden endogen 
gebildete Triglyceride und Cholesterin zusammen mit ApoE und weiteren Apo-Proteinen 
in VLDL-Partikel verpackt und in die Blutbahn sezerniert. Sie werden durch periphere 
endothelständige Lipoproteinlipasen (z.B. in Muskel- und Fettgewebe) zu VLDL-
Remnants, auch Intermediate-Density-Lipoproteine (IDL) genannt, abgebaut. Dies ge-
schieht über die Hydrolyse der in den VLDL befindlichen Triglyceriden durch die Lipo-
proteinlipase und die Aufnahme von Cholesterinestern aus HDL. Die IDL können nun 
entweder, vermittelt durch ApoE, über den LDL-Rezeptor in die Leber aufgenommen oder 
über die hepatische Triglyceridlipase zu LDL umgewandelt werden. Diese cholesterin-
reichen Lipoproteine stellen die Hauptquelle für Cholesterin in der Peripherie dar. Die 
LDL werden entweder dort oder durch die Leber aus der Zirkulation entfernt. Das HDL 
wird von der Leber synthetisiert und dient dem Transport von Cholesterin aus der Periphe-
rie in die Leber. Sie haben somit eine arterioskleroseschützende Funktion. Auch die Auf-
nahme von HDL wird über ApoE-abhängige Rezeptoren vermittelt. In der Leber wird das 
Cholesterin entweder über die Gallensäure ausgeschieden oder gespeichert [Siegenthaler 
und Blum, 2006]. Abbildung 1 gibt einen groben Überblick über den Lipidstoffwechsel 
und die Rolle des ApoE.  
Das ApoE wird somit in VLDL, IDL, HDL, Chylomikronen und Chylomikronen-
Remnants vorgefunden [Mahley, 1988]. Es wird ersichtlich, dass ApoE gebraucht wird, 
um einen funktionierenden Fettstoffwechsel aufrecht zu erhalten. Andernfalls steigt der 
Gehalt an Lipiden im Plasma drastisch an und führt zu kardiovaskulären Folgeschäden wie 
der Arteriosklerose. 




Abb. 1: Vereinfachte Darstellung des Lipidstoffwechsels 
LPL (Lipoproteinlipase), CH (Chylomikronen), E (Apolipoprotein E), HDL (High-Density-Lipo-
proteine), VLDL (Very-Low-Density-Lipoproteine), IDL (Intermediate-Density-Lipoproteine), 
LDL (Low-Density-Lipoproteine). 
2.3.3 Pathophysiologie von ApoE-knockout-Mäusen 
Die ApoE-knockout-Maus hat stark erhöhte Plasmakonzentrationen an Cholesterin und 
Triglyceriden. Zudem hat sie weniger antiatherogen wirkendes HDL und eine geringere 
Aktivität der Hydroxy-Methylglutaryl-Coenzym A (HMG-CoA)-Reduktase, die für den 
Abbau von Cholesterin zuständig ist [Moghadasian et al., 2001; Visvikis-Siest und       
Marteau, 2006]. Die vermehrt anfallenden Lipoproteine, von denen vor allem das LDL für 
die Arteriosklerose und andere kardiovaskuläre Erkrankungen von Bedeutung ist, lagern 
sich in der Intima der Gefäßwand ein. Sie werden über den Scavenger-Pathway eliminiert. 
Das bedeutet, es werden vermehrt Gewebsmakrophagen rekrutiert, welche essentiell für 
die Aufnahme der in der Gefäßwand befindlichen LDL-Partikel sind [Grainger et al., 
2004]. Die Makrophagen wandern in die Intima ein und nehmen mit sogenannten 
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enthaltene Cholesterin wird unbegrenzt in diesen Zellen gespeichert und bei Übersättigung 
entstehen aus den Makrophagen Schaumzellen. Sie führen zu Gefäßläsionen und es 
kommt, über die im nächsten Unterkapitel beschriebenen Prozesse, zu bedeutenden Schrit-
ten bei der Entstehung von vaskulären und kardialen Erkrankungen [Siegenthaler und 
Blum, 2006]. 
2.4 Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System 
Das RAAS spielt eine entscheidende Rolle in der Regulierung des Blutdrucks, des Blut-
volumens und des Elektrolythaushaltes [Skeggs et al., 1976]. Störungen des Systems sind 
mit einer Reihe von pathologischen Veränderungen wie z.B. Arteriosklerose, Hypertonie 
und Herzinsuffizienz assoziiert [Terry et al., 2010]. Die klassische Kaskade beginnt mit der 
Produktion von Renin im juxtaglomerulären Apparat der Niere. Seine Sekretion wird über 
einen Abfall des Blutdrucks oder der Natriumchlorid-Konzentration im Blut und einen 
Anstieg der sympathischen Aktivität stimuliert [Brown, 2006]. Renin reguliert und initiali-
siert den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt, indem es Angiotensinogen in Angioten-
sin I umwandelt [Persson et al., 2004]. Angiotensinogen ist ein alpha-2-Globulin und wird 
hauptsächlich in der Leber produziert [Hall, 2003]. Angiotensin I ist ein inaktives Deka-
peptid, welches durch das ACE zu Angiotensin II, dem biologisch aktiven Oktapeptid, 
umgewandelt wird. Das ACE ist ein membrangebundenes Enzym und wird überwiegend 
an der Oberfläche von Endothelzellen der Lunge synthetisiert [Corvol et al., 1995]. Bisher 
können vier Ang II-Rezeptor-Subtypen (ATR) unterschieden werden [Stanton, 2003], wo-
bei der ATR-1 die meisten physiologischen und pathophysiologischen Effekte reguliert 
[Sayeski und Bernstein, 2001]. So werden über diesen Rezeptor die Vasokonstriktion, ein 
Anstieg des Blutdrucks und der myokardialen Kontraktilität und die Retention von Wasser 
und Elektrolyten, auch durch eine Freisetzung von Aldosteron aus dem renalen Kortex, 
vermittelt [Carey und Siragy, 2003].  
Eine pathologisch hohe Konzentration an Ang II führt zur Entstehung von vaskulärer und 
kardialer Hypertrophie und Mechanismen, die zu Gefäßwandschäden und Arteriosklerose 
führen. Durch die induzierte Hypertonie sowie die Einlagerung von überflüssigen Lipopro-
teinen entstehen ebenso erste Läsionen an der Gefäßwand [Atlas, 2007]. Ang II induziert 
die Expression von Adhäsionsmolekülen (VCAM-1, ICAM-1, P-Selectin), Zytokinen, 
Chemokinen und von Wachstumsfaktoren, was zur endothelialen Dysfunktion führt    
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[Graninger et al., 2004]. Zudem hat Ang II Einfluss auf die Aktivierung des Komplement-
systems [Shagdarsuren et al., 2005]. Durch diese inflammatorische Kaskade kommt es zu 
Rekrutierung und Migration von Monozyten in die Gefäßwand. Hier wandeln sie sich zu 
Makrophagen um. Es konnte gezeigt werden, dass Ang II die Oxidation von LDL in Mak-
rophagen zusätzlich induziert und die Cholesterinbiosynthese in diesen aktiviert [Keidar et 
al., 2001]. Die Makrophagen setzen weitere Zytokine und Matrix-Metalloproteinasen 
(MMPs) frei, sodass es zu einer Aufrechterhaltung und Erweiterung der Gefäßwandläsion 
kommt [Sata und Fukuda, 2010]. Des Weiteren triggert Ang II die Aktivierung von NF-
kappa B (nuclear factor-kappa B). Dies ist ein Transkriptionsfaktor, der die Genexpression 
und Transkription von Zelladhäsionsmolekülen und Chemokinen wie dem Monocyte 
Chemoattractant Protein-1 (MCP-1) und Interleukin-8 (IL-8) induziert. Diese fördern die 
Adhäsion und Invasion von T-Lymphozyten und Monozyten an die Gefäßläsion [Pueyo et 
al., 2000]. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass es, vermittelt durch Zytokine wie dem 
Tumornekrosefaktor-α (TNF-α) und Interferon-γ (IFN-γ), zur Entstehung von Sauerstoff-
radikalen kommt. Das führt zu Proliferation von glatten Muskelzellen und zur Verhärtung 
der Gefäßwand sowie zu komplexen Läsionen [Cathcart, 2004]. In fortgeschrittenen Arte-
rioskleroseläsionen stimuliert Ang II die Expression von Plasminogen-Aktivator-
Inhibitoren Typ 1 und MMPs. Dadurch kommt es zu Destabilisation arteriosklerotischer 
Plaques und Störungen der Fibrinolyse [Galis und Khatri, 2002; Luchtefeld et al., 2005]. 
Ang II spielt eine entscheidende Rolle bei der Entstehung der kardialen Hypertrophie 
[Yamazaki et al., 1999]. Die anhaltende Aktivierung des RAAS führt zu Hypertonie und 
zur hämodynamischen Überlastung. Die Adaptierung des Herzens ist charakterisiert durch 
eine Änderung der kardialen Proteinexpression und einem kardialen Remodelling. Des 
Weiteren hat Ang II einen direkten Einfluss auf wachstumsfördernde Effekte in Herzmus-
kelzellen, sodass eine Hypertrophie und mechanische Dysfunktion entsteht. Eine Herz-
insuffizienz, resultierend aus der Hypertonie, ist die Folge [Domenighetti et al., 2005;   
Sadoshima und Izumo 1993]. Hohe Ang II Konzentrationen können durch verschiedene 
intrazelluläre Signalwege auch in Abwesenheit eines hohen Blutdrucks zur Pathogenese 
der Herzinsuffizienz führen [Mehta und Griendling, 2007; Mazzolai et al., 1998]. 
2.5 Veränderungen am Skelettmuskel und der Einfluss von Ausdauertraining 
Pathologische Veränderungen des vaskulären und kardialen Systems, z.B. durch zu hohe 
Konzentrationen von Ang II oder das Fehlen von ApoE, führen auch am Skelettmuskel zu 
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metabolischen und strukturellen Veränderungen [Harrington und Coats, 1997]. Ebenso 
kommt es zur Störung der peripheren Mikrozirkulation [Drexler, 1997]. Daher ist z.B. die 
Belastungsintoleranz bei einer Herzinsuffizienz nicht alleine auf kardiale Faktoren zurück-
zuführen, sondern auch auf zahlreiche periphere Determinanten, wie Alterationen der   
Skelettmuskulatur [Franciosa et al., 1979]. Für Veränderungen an der Muskulatur sind  
unter anderem inflammatorische Zytokine wie TNF-α und IL-6 verantwortlich. Diese kön-
nen durch die Wirkung des RAAS gebildet werden und führen zu Skelettmuskelschwäche 
[von Haehling et al., 2007]. In der frühen Phase sind zytokininduzierte Veränderungen 
reversibel, während es durch eine kontinuierliche Inflammation zu Gewebeschäden, Fibro-
se und Nekrose kommen kann [Tracey, 2007]. Ausdauertraining führt zu einer Suppression 
der inflammatorischen Prozesse durch Inhibition der Zytokin- und Chemokinproduktion 
und Regulation der Monozytenaktivierung und -adhäsion. Des Weiteren kommt es zur  
Inhibierung inflammatorischer Zellwachstumssignale [Adamopoulos et al., 2002] und Ab-
schwächung der Monozyten-Endothelzell-Interaktion [Adamopoulos et al., 2001]. 
Aus Untersuchungen am Skelettmuskel ist bekannt, dass Veränderungen der oxidativen 
Kapazität mit der Leistungsfähigkeit korrelieren [Drexler et al., 1992]. Eine absinkende 
oxidative Kapazität der Skelettmuskulatur ist mit einer verminderten mitochondrialen Bio-
genese vergesellschaftet [Garnier et al., 2003]. Durch Ausdauertraining wird diesem Effekt 
entgegengewirkt. Skelettmuskeln adaptieren dabei durch quantitative und qualitative Ver-
änderungen, wie einer Zunahme der Mitochondriendichte und mitochondrialer Proteine in 
allen Fasertypen [Howald et al., 1985] zusammen mit einer effizienteren Energieübertra-
gung [Zoll et al., 2002; Zoll et al., 2003]. Es konnte gezeigt werden, dass von PGC-1 alpha 
(Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha) induzierte Signal-
wege durch Training aktiviert werden. Zu diesen Wegen gehört z.B. die Regulation der 
mitochondrialen Biogenese [Liang und Ward, 2006]. Letztendlich führt die erhöhte oxida-
tive Kapazität auch zu einer verbesserten Sauerstoffaufnahme [Gustafsson und Kraus, 
2001].  
Im Zuge der Herzinsuffizienz kommt es in der Skelettmuskulatur zu einer Verschiebung 
der Faserzusammensetzung, die sich in einer Abnahme von Typ I Fasern und einer Zu-
nahme der Typ II Fasern äußert [Vescovo et al., 2000]. Hambrecht et al. (1997) konnte 
zeigen, dass durch Training wieder eine Umschaltung von Typ II auf Typ I Fasern indu-
ziert wird. Zusammenfassend belegen verschiedene klinische Studien, dass körperliches 
Training die metabolischen und strukturellen Skelettmuskelveränderungen partiell revidie-
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ren kann und eine Verbesserung der Leistungsfähigkeit erreicht wird [Sullivan et al., 
1988; Minotti et al., 1990; Wilson et al., 1996; Hambrecht et al., 1997]. 
2.6 Insulin-like growth factor 1 
IGF-1 ist ein endokrin, autokrin sowie parakrin wirkender Wachstumsfaktor und an einer 
Vielzahl von Effekten beteiligt. Er hat Einfluss auf das Zellwachstum, die Zelldifferenzie-
rung und die Erythropoese. Des Weiteren spielt IGF-1 bei der Chemotaxis, anabolen 
Stoffwechselvorgängen und antiapoptotischen Effekten eine Rolle [Jones und Clemmons, 
1995; Freestone et al., 1996; Barton et al., 2002]. IGF-1 reduziert systemisch und vaskulär 
wirkenden oxidativen Stress sowie die proinflammatorische Zytokinexpression und hält 
somit teilweise die Progression der Arteriosklerose auf [Sukhanov et al., 2007]. In der  
Skelettmuskulatur erhöht IGF-1 die Aufnahme von Glucose und Aminosäuren, steigert die 
Proteinsynthese und unterdrückt den Proteinabbau [Fryburg et al., 1995; Ding et al., 1996]. 
Darüber hinaus stimuliert es die Mitogenese und induziert die Myoblastendifferenzierung 
[Husmann et al., 1996]. IGF-1 wird in einer Vielzahl von Geweben, hauptsächlich in der 
Leber, synthetisiert. Der Hauptregulator der IGF-1 Synthese ist das Growth Hormon (GH) 
[Thissen et al., 1999]. Niedrige IGF-1 Spiegel sind mit der koronaren Herzkrankheit [Spal-
larossa et al., 1996] sowie mit einer frühen Entwicklung von kardiovaskulären Erkrankun-
gen assoziiert [Juul et al., 2002]. Außerdem ist ein erniedrigter Plasmaspiegel mit einem 
erhöhten Mortalitätsrisiko in Bezug auf kardiovaskuläre Erkrankungen verbunden [Bülow 
et al., 2000]. Es besteht eine inverse Korrelation zwischen IGF-1 und der Prävalenz arteri-
osklerotischer Plaques [Janssen et al., 1998]. Die chronische Herzinsuffizienz induziert 
eine gesteigerte Produktion von Ang II, dieses wiederum supprimiert zirkulierendes IGF-1, 
was zur Abnahme der Muskelmasse, dem Muskelschwund, führt. So geht eine erhöhte 
Konzentration an Ang II mit einer erniedrigten Konzentration an IGF-1 einher [Song et al., 
2005]. Oxidiertes LDL, welches beispielsweise durch Makrophagen produziert wird,    
reguliert die Expression des IGF-1 und des IGF-1-Rezeptors in glatter Gefäßmuskulatur 
ebenfalls herunter. Die Makrophagen wiederum werden z.B. durch Ang II stimuliert     
[Higashi et al., 2005]. Eine Überexpression von IGF-1 in Skelettmuskeln blockiert effektiv 
die durch Ang II induzierte Apoptose und den damit verbundenen Muskelschwund [Song 
et al., 2005]. Ausdauertraining führt zu einem steigenden Level von IGF-1 und hat somit 
protektive Effekte auf das kardiovaskuläre System und die Skelettmuskulatur [Eliakim und 
Nemet, 2010].  
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3. Material und Methoden 
3.1 Tiermodell 
Für die vorliegende Studie wurden sechs Monate alte männliche ApoE-doppel-knockout-
Mäuse vom Stamm C57BL/6 verwendet (Charles River, Sulzfeld, Deutschland). Jeder 
Maus wurde subkutan eine osmotische Alzet
®
-Minipumpe (Modell 2004; Charles River, 
Sulzfeld, Deutschland) implantiert, die entweder mit Ang II (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, 
Deutschland) oder physiologischer Natriumchloridlösung (NaCl) gefüllt war. Der jeweilige 
Inhalt wurde mit einer kontinuierlichen Flussrate von 1 µg/kg/min über 4 Wochen appli-
ziert (siehe Abb. 2). Die Haltung der Versuchstiere erfolgte in erregerfreien Räumen des 
Medizinisch-Experimentellen Zentrums der Universität Leipzig mit einem Tag-Nacht-
Zyklus von 12 Stunden. Zur Durchführung der Versuche wurden die Tiere in drei Gruppen 
eingeteilt, von denen nach vier Wochen 49 Tiere zur Analyse bereitstanden. 
 12 Mäuse mit einer NaCl-Lösung gefüllten Pumpe, sie stellen die Kontrollgruppe 
dar (Gruppe C) 
 19 Mäuse mit einer Ang II gefüllten Pumpe (Gruppe A) 
 18 Mäuse mit einer Ang II gefüllten Pumpe und einem zusätzlichen Laufband-
training von einer Stunde pro Tag, 5 Tage die Woche (Gruppe Ex). Diese Gruppe 
erhielt auch vor der Pumpenimplantation ein zweiwöchiges Training auf dem Lauf-
band 
Alle Abläufe wurden von der Landesdirektion Sachsen (TVV 09/09) genehmigt.  
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Etwa 40 % der Mäuse mit Ang II-Gabe und ohne Training verstarben innerhalb der vier-
wöchigen Versuchszeit, wobei dies bei allen in den ersten 11 Tagen geschah. In der Grup-
pe mit täglichem Laufbandtraining betrug die Mortalität nur ca. 25 %. Die Kontrollgruppe 
überlebte zu 100 %. 
 
Abb. 3: Überlebenskurve der drei Versuchsgruppen 
C: Kontrollgruppe, Ex: Ang II und Training, A: Ang II ohne Training. 
3.2 Muskelentnahme 
In Unterkapitel 3.2 wird zunächst die Anatomie des Musculus soleus (SOL) und des Mus-
culus extensor digitorum longus (EDL) erläutert. Anschließend erfolgt eine Beschreibung 
der Muskelpräparation. 
3.2.1 Anatomie der Muskeln 
Der SOL gehört zur oberflächlichen Schicht der Wadenmuskulatur. Er hat seinen Ursprung 
am Caput fibulae sowie am proximalen Teil der Tibia und verläuft unter dem                   
M. gastrocnemius, mit welchem er den M. triceps surae bildet. Gemeinsam mit diesem 
vereinigt er sich zur Achillessehne, welche am Tuber calcanei ansetzt. Innerviert wird der 
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tion des Fußes. Er ist ein Ausdauermuskel mit vorwiegend oxidativem Metabolismus 
[Platzer, 2009].  
Der EDL gehört zu den Extensoren des Unterschenkels. Er hat seinen Ursprung am      
Epicondylus lateralis femoris und teilt sich in vier Sehnen, welche in die Dorsalaponeurose 
der Zehen 2-5 einstrahlen. Er wird über den N. fibularis profundus innerviert und dient der 
Dorsalextension und Pronation des Fußes. Der EDL ist ein Schnellkraftmuskel mit vorwie-
gend glykolytischem Metabolismus [Platzer, 2009]. 
3.2.2 Probengewinnung 
Vor der Präparation der Muskeln wurden die Mäuse mit Pentobarbital (60 mg/kg Körper-
gewicht) betäubt. Die Injektion erfolgte intraperitoneal. Die Entnahme fand im For-
schungslabor des Herzzentrums der Universität Leipzig statt. Im Folgenden wird die    
Präparation der jeweiligen Muskeln beschrieben. 
SOL: 
Zuerst wurde der Hinterlauf der Maus mit der Rückseite nach oben auf der Präparations-
platte fixiert. Anschließend wurden Fell und Haut über der Ferse mit der Pinzette leicht 
angehoben, mit der Schere eingeschnitten und nach oben abgezogen, um die Wadenmus-
kulatur freizulegen. Die Achillessehne wurde mit einem Seidenfaden (4.0 Silk Seide, 
S.M.I. AG, Hünningen, Belgien) fixiert und fersennah abgeschnitten. Nun konnte der      
M. triceps surae nach proximal umgeklappt werden, bis die Ursprungssehne des SOL zu 
sehen war. Dieser wurde vom M. gastrocnemius getrennt, indem eine Pinzette zwischen 
den beiden Muskeln von proximal nach distal geschoben wurde. Nach dem Durchschnei-
den der proximalen Sehne des SOL war der Muskel freipräpariert. In Abbildung 4 sind die 










Abb. 4: Präparationsschritte zur Entnahme des SOL 




Der Hinterlauf wurde mit der Vorderseite nach oben fixiert und sowohl Fell als auch    
Faszie abpräpariert. Zunächst war der M. tibialis anterior (TA) sichtbar, welcher entfernt 
wurde. Der direkt darunter liegende EDL, zwischen anderen Muskeln eingebettet, war nun 
zu erkennen. Zur Prüfung konnte auch an seiner Sehne gezogen werden, sodass es zu einer 
Streckung der Zehen kam. Anschließend erfolgte die Durchtrennung der Ansatzsehne und 
der Muskel konnte nach proximal abpräpariert werden. Letztendlich wurde die proximale 
Sehne durchtrennt und der Muskel entnommen.  
 
Abb. 5: Präparationsschritte zur Entnahme des EDL 
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Nach der Präparation wurde ein SOL zweigeteilt. Die Hälfte, die im Kryostaten 
geschnitten werden sollte, wurde unverzüglich mit Talkum gepudert um Gefrierartefakte 
zu vermeiden und in gekennzeichneten Aluminiumtüten in flüssigem Stickstoff 
schockgefroren. Die Muskeln wurden bis zur weiteren Verarbeitung bei -80°C gelagert. 
Die andere Hälfte wurde in flüssigem Stickstoff eingefroren und für molekulare Analysen 
gebraucht. Mit dem kontralateralen SOL wurde eine Kraftmessung im Organbad 
durchgeführt. Ein EDL wurde als ganzer Muskel mit Talkum gepudert und wie für den 
SOL beschrieben, eingefroren. Von ihm wurden ebenso Serienschnitte im Kryostaten 
angefertigt. Der andere EDL diente der molekularen Analyse und wurde sofort in 
flüssigem Stickstoff aufbewahrt. 
3.3 Kryostatschnitte 
Als Erstes wurden die sich in den Aluminiumtütchen befindenden Muskelproben aus dem 
Gefrierschrank genommen und sofort in flüssigem Stickstoff gelagert. Anschließend wur-
den die Muskeln jeweils aus dem Stickstoffbehälter zur weiteren Verarbeitung in den  
Kryostaten Microm HM 500 OM (Microm Laborgeräte GmbH, Walldorf, Deutschland) 
gelegt. Hier erfolgte das Einbetten mittels Cryoblock (Medite GmbH, Burgdorf, Deutsch-
land) auf ein Korkplättchen und das Aufbringen der Korkträger auf den Kryostattisch. Es 
wurden 10 µm dicke Schnitte bei -21°C angefertigt und auf SuperFrostPlus-Objektträger 
(Menzel, Braunschweig, Deutschland) aufgenommen. Um eine gefrierartefaktfreie Schnitt-
fläche und eine möglichst hohe Zahl an Fasern zu bekommen, wurden die ersten 20 Schnit-
te eines jeden Muskels verworfen. Es wurde auf einen Objektträger je ein Muskelschnitt 
der drei zu vergleichenden Versuchsgruppen gebracht, die somit auch den gleichen 
Schneide- und Färbebedingungen ausgesetzt waren. Außerdem wurden zum Vergleich 
Proben von SOL und EDL gemeinsam auf ein und denselben Objektträger aufgenommen. 
In Abbildung 6 wird dies beispielhaft für den SOL dargestellt.  
Von jedem Muskel wurden 14 Serienschnitte angefertigt. Dies ermöglicht das Auffinden 
einer Muskelfaser auf unterschiedlichen Objektträgern nach den verschiedenen Inkubatio-
nen. So wird eine genaue Fasertypisierung ermöglicht. Tabelle 2 zeigt die Zuordnung der 
einzelnen Schnitte einer Serie zu den verschiedenen Inkubationen der Immun- und        
Enzymhistochemie. 












5 ATPase 9,4 
6 ATPase 4,3 
7 ATPase 4,5 
8 ATPase 10,4 
9 SDH 
10 GPDH 






14 Ohne 2. AK  
(slow, fast) 
Tab. 2: Aufteilung der Serienschnitte zu den unterschiedlichen Inkubationen 
+ +




Jeweils ein Schnitt von
jeder Versuchsgruppe
wie unten beschriftet










In der vorliegenden Arbeit wurde die Aktivität der SDH, der GPDH und der ATPase im 
Rahmen der qualitativen Enzymhistochemie dargestellt. 10 µm dicke Kryostatschnitte, 
welche zuvor bei -80°C eingefroren waren, wurden ein bis zwei Stunden vor der Bearbei-
tung aufgetaut. Die verwendeten Lösungen hatten Raumtemperatur und die Präinkuba-
tions- sowie Inkubationsmedien wurden vor dem Gebrauch hergestellt. Die Objektträger 
einer Untersuchungsreihe wurden exakt der gleichen Inkubationsprozedur unterzogen, um 
reaktions- und inkubationstechnische Abweichungen zu vermeiden. 
3.4.1 Darstellung der SDH-Aktivität 
Die SDH-Aktivität wurde mit der Methode nach Lojda et al. (1976) dargestellt. Das    
Prinzip der Färbung besteht darin, dass ein farbloses, lösliches Salz in ein gefärbtes, nicht 
lösliches Produkt umgewandelt wird. Hierzu überträgt die SDH vom Natrium-Succinat 
Wasserstoff auf das Nitroblau-Tetrazoliumsalz (NBT) als Elektronenakzeptor. Dadurch 
wird es zum Endprodukt Diformazan reduziert, welches die SDH-aktiven Areale blau er-
scheinen lässt [Dubowitz und Sewry, 2007].  
Die Inkubation erfolgte für 30 Minuten bei 37°C in einer Küvette in folgendem Medium: 
 7,5 ml      0,2 M  Tris-Puffer, pH 7,5 
 7,5 ml         0,2 M  Natrium-Succinat-Stammlösung 
 15 mg   NBT in 15 ml Aqua dest. gelöst 
Anschließend wurde das Inkubationsmedium abgegossen, die Schnitte dreimal 10 Minuten 
fließend gewässert und in Glyceringelatine eingedeckt. 
3.4.2 Darstellung der menadionabhängigen GPDH-Aktivität 
Die menadionabhängige GPDH-Aktivität wurde mit Hilfe der modifizierten Methode nach 
Lojda et al. (1976) dargestellt. Ebenso wie bei der SDH-Aktivität, wird auch hier die    
Eigenschaft der Dehydrogenasen genutzt, Wasserstoff auf einen geeigneten Akzeptor zu 
übertragen. Die GPDH überträgt Wasserstoff vom GPDH-spezifischen Substrat α-
Glycerolphosphat auf das NBT, wodurch dieses zum blau gefärbten Diformazan reduziert 
wird. 
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Die Inkubation der Kryostatschnitte erfolgte für 20 Minuten bei 37°C in folgendem Medi-
um: 
 30 ml   0,1 M Phosphatpuffer pH 7,4 
 18 mg   NBT 
 300 mg  α-Glycerolphosphat in 6 ml Aqua dest. gelöst 
 16 mg   Menadion 
Danach wurden die Schnitte dreimal 10 Minuten gewässert und anschließend in Glycerin-
gelatine eingedeckt. 
3.4.3 Darstellung der myofibrillären ATPase-Aktivität 
Die Aktivität der myofibrillären ATPase wurde zum einen mit der Methode nach Padykula 
und Herman (1955) bei einem pH von 9,4 bestimmt, zum anderen nach Brooke und Kaiser 
(1974) bei einem sauren pH von 4,3 bzw. 4,5 und einem alkalischen pH von 10,4. Hierbei 
wird sich zu Nutzen gemacht, dass die ATPase ein Phosphat aus dem Substrat ATP abspal-
tet. Dieses bildet dann mit dem Calcium aus dem Inkubationsmedium einen Komplex. 
Durch die nachfolgende Behandlung mit Cobaltchlorid und Ammoniumsulfid, entsteht das 
schwarz-braune Endprodukt Cobaltsulfid. Die Aktivität der ATPase wird so sicht- und 
messbar gemacht [Dubowitz und Sewry, 2007]. 
Das Reaktionsprinzip beider Methoden ist identisch, jedoch lässt sich nach Brooke und 
Kaiser eine Subdifferenzierung der Myosinisoformen, beruhend auf der unterschiedlichen 
pH-Sensitivität der ATPasen, vornehmen. So wird mit einer sauren Präinkubation die   
ATPase-Aktivität des fast-Myosins mehr oder minder vollständig gehemmt, die des slow-
Myosins hingegen nicht. Anders bei der alkalischen Präinkubation, hier wird die ATPase-
Aktivität des slow-Myosins gehemmt, die Aktivität des fast-Myosins bleibt unbeeinflusst 
[MPL, 2009]. Die Darstellung der ATPase-Aktivität nach Padykula und Herman diente der 
zytophotometrischen Messung. 
 
3. Material und Methoden  
25 
 
3.4.3.1 Darstellung der ATPase-Aktivität nach Padykula und Herman 
Zunächst erfolgte eine Inkubation für 20 Minuten bei 37°C in folgendem Präinkubations-
medium: 
 10 ml   2 %ige Barbitalnatriumlösung 
 5 ml   2 %ige CaCl2-Lösung 
 35 ml   Aqua dest. 
Ein pH-Wert brauchte nicht eingestellt zu werden. 
Die Präinkubation diente der Blockierung unspezifischer Bindungsstellen. Anschließend 
wurden die Kryostatschnitte in das ATP-Inkubationsmedium eingestellt. Hierfür wurde 
benötigt: 
 75 mg   ATP in 20 ml Aqua dest. gelöst 
 10 ml   2 %ige Natriumbarbitallösung 
 5 ml   2 %ige CaCl2-Lösung 
Der pH-Wert des Mediums wurde mit 0,1 M NaOH auf 9,4 eingestellt, mit Aqua dest. auf 
50 ml aufgefüllt, filtriert und für 20 Minuten bei 37°C inkubiert. Danach erfolgte eine   
einminütige Spülung mit Aqua dest. sowie das Einstellen in eine neue Küvette mit 2 %iger 
CoCl2-Lösung für 5 Minuten. Die Schnitte wurden für 2 Minuten fließend gewässert, für   
eine Minute in 1 %iger Ammoniumsulfid-Lösung inkubiert und abschließend nochmals 10 
Minuten mit Leitungswasser gespült. Fasern, deren ATPase-Aktivität nicht gehemmt wur-
de, erschienen dunkel gefärbt. 
3.4.3.2 Darstellung der ATPase-Aktivität nach Brooke und Kaiser 
Als Erstes wurden die Schnitte entweder für 7 Minuten bei Raumtemperatur in eine saure 
oder für 10 Minuten in eine alkalische Präinkubationslösung eingestellt. 
Alkalische Präinkubationslösung: 
 2,668 ml  Alkaline Buffer Solution 
 8 ml   2 %ige CaCl2-Lösung 
 24 ml   Aqua dest. 
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Der Ansatz wurde mit 100 mM HCl auf einen pH-Wert von 10,4 eingestellt. 
Saure Präinkubationslösung: 
 10 ml   250 mM Natrium-Acetat 
 10 ml   150 mM Barbitalnatrium 
 32 ml   Aqua dest. 
Eine Lösung wurde mit 100 mM HCl auf einen pH von 4,3 eingestellt, die andere auf einen 
pH von 4,5. 
Anschließend wurden die Schnitte für 1 Minute in folgende Spüllösung gegeben: 
 20 ml   2 %ige CaCl2-Lösung 
 20 ml   0,1 M TrisHCl pH 7,6 
 160 ml  Aqua dest. 
Diese wurde auf einen pH von 7,8 eingestellt. 
Dann wurden die sauer präinkubierten Schnitte für 45 Minuten und die alkalischen Schnit-
te für 25 Minuten bei Raumtemperatur in eine ATP-Inkubationslösung gestellt. 
ATP-Inkubation: 
 2,868 ml  Alkaline Buffer Solution 
 30 ml   Aqua dest. 
 100 mg  ATP 
 4 ml   2 %ige CaCl2-Lösung 
Der Ansatz wurde auf einen pH von 9,4 eingestellt und filtriert. 
Zuletzt wurden die Schnitte dreimal 3 Minuten in 1 %iger CaCl2-Lösung, zweimal 90   
Sekunden in 2 %iger CoCl2-Lösung und folgend sechsmal 30 Sekunden in 10 mM       
Barbitalnatrium inkubiert. Nach dem anschließenden Einstellen in Aqua dest. für 30     
Sekunden, erfolgte zur Visualisierung eine 30 Sekunden lange Behandlung mit 1 %iger 
Ammoniumsulfidlösung. Zum Schluss wurden die Schnitte 10 Minuten fließend gewässert 
und in Glyceringelatine eingedeckt. Das entstandene Cobaltsulfid erschien an den ATPase-
aktiven Stellen braun bis schwarz. 




Das Prinzip der Immunhistochemie besteht darin, ein spezifisches Gewebs- oder Zellanti-
gen mit einem Antikörper zu binden und es so im histologischen Schnitt sichtbar zu      
machen. Bei der direkten Immunmarkierung wird das Gewebe mit einem Primärantikörper 
inkubiert, der direkt mit einer Substanz bzw. einem Marker gekoppelt ist. Weiterhin gibt es 
die indirekte Immunmarkierung. Hierbei erfolgt die Gabe eines Sekundärantikörpers, für 
den der Primärantikörper wiederum als Antigen dient. Es ist nicht der Primär-, sondern erst 
der Sekundärantikörper mit einem Marker verbunden, durch dessen Aktivität eine Visuali-
sierung der entsprechenden Strukturen möglich wird. Die Nutzung eines zweiten Antikör-
pers hat den Vorteil, dass mehrere der Sekundärantikörper an einen einzigen Primäranti-
körper binden können. Eine Signalverstärkung ist die Folge [Gratzl et al., 2005].  
In der vorliegenden Arbeit wurde die ABC-Methode verwendet. Es bedeutet, dass der 
zweite Antikörper mit Biotin markiert ist. An dieses Biotin kann Avidin binden, welches 
noch drei weitere Bindungsstellen für Biotin hat, an das die Peroxidase gebunden ist. Die      
Peroxidase setzt das Diaminobenzidin (DAB) durch das Substrat Wasserstoff in ein rot-
braunes Farbprodukt um und macht so den Bereich des Antigen-Antikörper-Komplexes 
auf dem Schnitt sichtbar [Lang, 2006]. In Abbildung 7 wird ein solcher Komplex darge-
stellt. 
 
Abb. 7: Modell des Antigen-Antikörper-Komplexes mit der ABC-Methode 
AG Antigen
1. Antikörper
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Für die Immunhistochemie wurden 10 µm dicke Kryostatschnitte verwendet, die bei -80°C 
eingefroren waren. Diese wurden vor Gebrauch etwa eine Stunde bei Raumtemperatur auf-
getaut und anschließend zur Bearbeitung in eine Küvette eingestellt. Als Erstes folgte eine 
10 minütige Fixierung der Gewebeproben in 4 %igem Paraformaldehyd (PFA) in Phos-
phate buffered saline (PBS), dann die Spülung in PBS für dreimal 10 Minuten. Weiterhin 
wurde die endogene Peroxidase mit 500 µl 30 %igem H2O2 in 49,5 ml Methanol blockiert. 
Dies geschah für 30 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln. Hinterher wurden die 
Schnitte dreimal 5 Minuten in PBS gespült, 15 Minuten in TENG-T Puffer bei Raumtem-
peratur inkubiert und wieder dreimal 5 Minuten mit PBS gespült. Zur weiteren Bearbei-
tung kamen die Objektträger in eine feuchte Kammer und die Präparate wurden mit einem 
Fettstift umkreist. Dadurch blieb die Antikörperlösung innerhalb der gekennzeichneten 
Fläche und die gebrauchte Lösungsmenge wurde reduziert. Nun erfolgte die Zugabe des 
ersten Antikörpers. 
 Anti-Myosin 1 (slow), Verdünnung 1:50 in PBS 
 Anti-Myosin 2 (fast), Verdünnung 1:80 in PBS 
Die Inkubationszeit betrug 1 Stunde bei 37°C. Anschließend wurden die Schnitte für drei-
mal 5 Minuten mit PBS gespült und nachfolgend mit dem zweiten Antikörper inkubiert. 
 Biotinylierter Anti-Mouse-IgG, Verdünnung 1:500 in PBS 
Nach einer 45 minütigen Inkubationszeit bei 37°C und dem darauffolgenden Spülen mit 
PBS, wurde ein ABC-Kit Standard für 30 Minuten auf die Schnitte gegeben. Die nächsten 
Schritte waren das erneute Spülen in PBS und das Visualisieren mit DAB. Dazu wurde 
jeweils ein Tropfen des DAB auf die Schnitte gegeben und unter dem Mikroskop beobach-
tet, wann eine Rotfärbung und Differenzierung zu sehen war. Daraufhin konnte die Reakti-
on in Aqua dest. gestoppt und die Schnitte in 4 %igem PFA in PBS fixiert werden. Nach 
einem kurzen Wässern in Aqua dest. folgte die Entwässerung der Kryostatschnitte über die 
Alkoholreihe bis Xylol und das Eindecken in Histokit.  
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3.6 Zytophotometrie – eine Methode der quantitativen Enzymhistochemie 
3.6.1 Apparative Grundlagen 
Die Technik der Zytophotometrie basiert auf der Absorptionsmessung gefärbter Reaktions-
produkte der jeweiligen Enzymreaktion in histologischen Schnittpräparaten. Die zytopho-
tometrische Messung der Enzymaktivität erfolgte mittels computergesteuerten Mikroskop-
Fotometers MPM 200 (Carl-Zeiss, Oberkochen, Deutschland). Dieses Gerät ermöglicht die 
Messung an einem definierten Ort in der Muskelfaser innerhalb eines exakt dimensionier-
ten Messfeldes. Im Folgenden wird kurz die Funktionsweise des Zytophotometers darge-
stellt. Der Strahlengang kann anhand der Abbildung 8 nachvollzogen werden. 
− Die Messblende in der Zwischenbildebene 2 begrenzt den zu messenden Objekt-
bereich. Damit wird Licht aus anderen Teilen der Probe ausgeblendet und ver-
fälscht die Messung nicht. Durch das Einsetzen verschieden großer Messblenden 
kann so eine optimale Lichteinstellung für das jeweilige Präparat erfolgen. 
− In der Zwischenbildebene 1 wird das durch die Messblende vorgegebene Messfeld 
wiedergegeben. Damit wird durch eine optische Kontrolle die exakte Einstellung 
der Messfeldgröße erreicht. 
− Die exakte Messung der Absorption macht eine Linse möglich, die das Objekt-
zwischenbild auf der Kathode des Fotomultipliers abbildet. Somit wird auch bei  
unterschiedlich großen Messfeldern eine gleichbleibende Lichtausleuchtung des 
Detektors gesichert. 
− Rauscharme Detektoren ermöglichen eine hohe Leistungsfähigkeit des Zyto-
photometers, auch bei zusätzlicher Verstärkung des Signals. Durch einen 12-bit 
Analog-Digital-Wandler wird das verstärkte Signal digitalisiert. 
Für die Auswertung und Darstellung der Messwerte wurde das Computerprogramm 
APAMOS (Automatic Photometric Analysis of Microscopic Objects by Scanning) genutzt. 
Neben der Übernahme der Daten ermöglicht es auch die Steuerung der Absorptionsmes-
sung sowie die Auswertung und Darstellung der Messwerte. Innerhalb eines Schnittes 
können so bis zu 40 unabhängige Messfelder zweidimensional abgerastert werden. 
 




Abb. 8: Aufbaus eines Zytophotometers mit eingezeichnetem Strahlengang 
3.6.2 Zytophotometrische Messung 
Punkt et al. (1997), Stoward (1980) sowie van Noorden und Frederiks (1992) konnten  
zeigen, dass die zytophotometrisch gemessene Absorption des Reaktionsprodukts linear 
mit der entsprechenden biochemischen Enzymaktivität korreliert. Deshalb kann man die 
relative Absorption des Endproduktes der enzymatischen Reaktion als Maß für die Enzym-
aktivität der zu untersuchenden Muskelfaser ansehen. Für die ATPase ist dies Cobaltsulfid, 
für die SDH und GPDH Diformazan. Bei der zytophotometrischen Messung sollte beachtet 
werden, dass stets im Bereich des spektralen Absorptionsmaximums des jeweiligen End-
produkts gemessen wird. Für Cobaltsulfid liegt dies bei 510 bis 560 nm und für Diforma-
zan bei 560 bis 610 nm. Die Werte wurden mit dem Mikroskop-Fotometer MPM 200   
ermittelt. Zur Quantifizierung der Dehydrogenasen mit Tetrazoliumsalz soll der isobesti-
sche Punkt von 585 nm genutzt werden [Butcher und Altman, 1973]. Um im Bereich    
dieser Wellenlängen zu messen, wurden Interferenzfilter eingesetzt, sodass die Absorpti-
onsmaxima für Cobaltsulfid bei 550 nm und für Diformazan bei 600 nm lagen.   
Vor jedem Messbeginn war eine Normierung erforderlich. Dabei wurde die Absorption des 
Bindegewebes, welches zwischen den Fasern liegt und als unspezifischer Hintergrund  
Photometerokular inkl. Strich- 









Messblende in Zwischenbildebene 2 
Objektebene 
Zwischenebene 1 
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bezeichnet wird, gemessen. Dessen Absorptionskoeffizient ist relativ klein und ändert sich 
wegen der relativen Substratlosigkeit bei den verschiedenen Enzymaktivitäten kaum. Er 
variiert nur in Abhängigkeit der Schnittdicke und müsste somit bei Schnitten der gleichen 
Dicke auch gleich sein. Unterschiedliche Messwerte, aufgrund der Schwankung der 
Schnittdicke auf den Objektträgern, konnten durch eine Eichung, bei der die Absorption 
des unspezifischen Hintergrunds = 0 gesetzt wird, verhindert werden. 
Zur Messung der Absorption wurde in jede Muskelfaser nacheinander mit dem Cursor ein 
rechteckiges Messfeld gelegt, welches eine Größe von 150 bis 500 µm hatte. Das Scan-
ning-Programm APAMOS rasterte anschließend automatisch die vorher festgelegten    
Felder der einzelnen Muskelfasern ab und ermittelte die Absorption. Es wurde mit einer 
20-fachen Vergrößerung und einer Messfeldblende von 0,05 nm gemessen. Der Durchmes-
ser der Abbildung der Messblende im Präparat betrug 2,5 µm. Unter Berücksichtigung des 
mathematischen Zusammenhangs: Größe der Messblende im Objekt (D) = wahre Größe 
der Blende (b)/ Vergrößerung (V) x Tubusfaktor (T), muss die minimale Schrittweite min-
destens der wahren Größe der Messblende entsprechen. So wurde die Schrittweite auf       
3 µm eingestellt, um eine gleichmäßige Abrasterung zu gewährleisten und Überlappungs-
fehler zu vermeiden.  
Für jedes markierte Messfeld lieferte das Programm APAMOS einen Mittelwert aus den 
Einzelmessstellen jedes Feldes. Zu erwähnen ist, dass die Enzymaktivität in der Mitte der 
Faser nicht der Aktivität der gesamten Faser entspricht. Grund dafür ist, dass SDH und 
GPDH zum Teil an subsarkolemmale Mitochondrien gebunden sind [Swatland, 1984]. Es 
war mit der angewandten Technik jedoch nicht möglich, am Rand der Faser zu messen, 
weil dies Überlappungsfehler zur Folge hätte. Chikamori et al. (1986) konnten jedoch   
zeigen, dass eine gute Korrelation zwischen der SDH-Aktivität in der Mitte und in der  
Peripherie besteht. Da es in der vorliegenden Studie um Vergleiche zwischen Werten ver-
schiedener Muskelfasern geht, kann somit die zytophotometrische Messung als zuverlässig 
betrachtet werden.  
3.7 Bildauswertung und Bildbearbeitung 
Die mikroskopische Untersuchung der immun- und enzymhistochemischen Schnitte     
erfolgte mit dem Mikroskop Axioplan 2 (Zeiss, Jena, Deutschland). Die Aufnahme der 
Bilder wurde mit der Kamera ProGress-3008 (Kontron, München, Deutschland) durchge-
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führt. Zur Dokumentation der Bilder wurde das Programm ImageAcess (Image Acess, 
Wuppertal, Deutschland) benutzt und die Bildbearbeitung erfolgte mit Adobe Photoshop 
(Adobe Systems Inc., Burlington, USA). 
3.8 Fasertypisierung 
Die Fasertypisierung konnte anhand verschiedener Kriterien vorgenommen werden. Es ließ 
sich mit den immunhistochemisch ermittelten MHC-Isoformen eine Einteilung in slow- 
und fast-Fasern vornehmen. Mit der enzymhistochemischen Methode zur ATPase-
Aktivität der verschiedenen MHC-Isoformen mittels Säure- oder Alkalistabilität, wurde 
eine Subdifferenzierung der Fasern in Typ I, IIA, IIB möglich. Nach saurer Präinkubation 
bei einem pH von 4,3 und 4,5 zeigen die Typ I Fasern eine starke, die Typ IIA Fasern eine 
schwache und die IIB Fasern eine moderate Aktivität der ATPase. Bei alkalischer Präinku-
bation (pH 10,4) hingegen zeigen die Typ I Fasern eine schwache und die Typ IIA und IIB 
Fasern eine starke ATPase-Aktivität.  
Punkt (2002) etablierte die Einteilung nach dem physiologisch-metabolischen Profil in SO, 
FOG und FG Fasern. Diese Einteilung baut auf den zytophotometrischen Messdaten der 
Enzymaktivitäten der ATPase bei einem pH von 9,4 sowie der SDH und GPDH in ein und 
derselben Faser auf. Die physiologisch-metabolische Klassifizierung ist demnach nicht nur 
in homogen, sondern auch in heterogen zusammengesetzten Muskeln möglich. Charakteri-
siert wurde wie folgt. SO Fasern zeigen entsprechend ihrer physiologischen Eigenschaft 
eine hohe Aktivität der SDH, aber eine niedrige GPDH-Aktivität. FG Fasern hingegen  
haben eine hohe GPDH-, jedoch eine schwache SDH-Aktivität. Die FOG Fasern sind sehr 
heterogen in Bezug auf ihre GPDH- und SDH-Aktivität, so ließen sie sich in der vorlie-
genden Arbeit in die Subtypen FOG I bis FOG IV differenzieren. FOG I: mittlere GPDH- 
bei hoher SDH-Aktivität, FOG II: schwache GPDH- und hohe SDH-Aktivität, FOG III: 
hohe GPDH- sowie hohe SDH-Aktivität, FOG IV: mittlere GPDH- und SDH-Aktivität.  
Die eindeutige Klassifizierung von Fasertypen war mit dem GPDH/SDH-
Aktivitätsquotienten möglich, der die Unterschiede im metabolischen Profil der Fasertypen 
aufzeigt [Punkt, 2002]. Bei Betrachtung des Quotienten wird auch die Heterogenität der 
FOG Fasern deutlich und erleichtert die Subdifferenzierung.  
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Es ließen sich mit den gewonnenen Messdaten der Enzymaktivitäten Fasern zu bestimmten 
Fasertypen zuordnen und Muskeln klassifizieren. Ein Beispiel für eine Fasertypisierung ist 
im Unterkapitel 4.1 zu finden.  
Für die Fasertypisierung wurden in jedem zu untersuchenden Muskelquerschnitt subjektiv 
10 helle, 10 mittlere und 10 dunkle Fasern ausgewählt und gemessen. Somit wurde die 
Aktivität der SDH, GPDH und der ATPase in ca. 8820 Muskelfaserquerschnitten (3 En-
zyme x 2 Muskeln (SOL/EDL) x 49 Mäuse x 30 Fasern je Schnitt) zytophotometrisch  
gemessen. Anhand der ermittelten Messdaten konnten die Fasern typisiert werden. Die 
zytophotometrische Enzymaktivitätsmessung umfasste alle Fasern des Muskelquerschnit-
tes, der ca. 150-200 Fasern enthielt. 
3.9 Muskelkraftmessung 
Die Muskelkraftmessung wurde mit dem SOL jeder Maus durchgeführt. Nur einer der bei-
den zu untersuchenden Muskeln (SOL, EDL) konnte dieser unterzogen werden, da sie 
gleich im Anschluss an die Präparation des Muskels vorgenommen werden musste und nur 
eine Apparatur zur Verfügung stand. Es war nötig, die Kraftmessung sofort nach der    
Präparation zu machen, um exakte Messwerte unter optimalen Versuchsbedingungen zu 
erhalten. Dazu wurden die Muskeln in einem physiologischen Puffer (95 % O2 und 5 % 
CO2) inkubiert. Darin erfolgte auch die Kraftmessung. In 500 ml Pufferlösung befanden 
sich:  
 3,521 g 120,5 mM NaCl  
 0,179 g 4,8 mM KCl 
 0,148 g 1,2 mM MgSO4 7 H2O  
 0,083 g 1,2 mM NaH2PO4H2O 
 0,857 g 20,4 mM NaHCO3 
 0,118 g 1,6 mM CaCl2 2 H2O 
 0,901 g 10 mM Dextrose 
 0,055 g 1 mM Pyruvat 
Anschließend wurde der Puffer auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt und auf 30°C er-
wärmt.  
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Der entnommene Muskel wurde mit einem Faden aus Seide an der proximalen und distalen 
Sehne fixiert und in das Organbad eingehängt, wie in Abbildung 9 dargestellt. Damit sich 
der Muskel erholen konnte, inkubierte er nun 15 Minuten im Puffer wobei durch eine   
Belastung von 2 g die Ruhespannung des Muskels eingestellt wurde. Diese Ruhespannung 
wurde während der gesamten Messung überprüft und bei Abweichungen wieder auf 2 g 
eingestellt. 
Die Messung der Muskelkontraktion begann mit drei isometrischen Einzelzuckungen bei 
einer Frequenz von 1 Hz im Abstand von einer Minute. Nach einer Pause von 10 Minuten 
wurden drei tetanische Kontraktionen (125 Hz) ausgelöst. Auch diese erfolgten in einem 
Abstand von einer Minute, um bestehende Kontraktionen zu lösen, bevor mit der Messung 
fortgefahren wurde. Anschließend schloss sich wieder eine 5 minütige Ruhephase an. Nun 
wurde jeweils eine Einzelzuckung gefolgt von einer tetanischen Kontraktion durchgeführt. 
Um zu überprüfen, ob mit steigender Frequenz auch die Kontraktionskraft zunimmt, wurde 
danach eine Messung basierend auf einem Kraft-Frequenz-Protokoll vorgenommen. Es 
wurde der Frage nachgegangen, wie viel Kraft der Muskel maximal entwickeln kann. Die 
Messungen erfolgten bei einer Frequenz von 25, 50, 75, 100, 125 und 150 Hz mit einer 
jeweiligen Dauer von 200 ms und einer einminütigen Pause vor jeder Frequenzsteigerung.  
 
Abb. 9: Einhängen des SOL in das Organbad zur Messung der Muskelkontraktilität 




Zur Quantifizierung der Genexpression von IGF-1 wurde aus den Muskelproben der    
Versuchsgruppen Ribonukleinsäure (RNA) isoliert. Diese wurde in komplementäre Des-
oxyribonukleinsäure (cDNA) umgeschrieben und diente bei der Real-Time-Polymerase-
Kettenreaktion (RT-PCR) als Template. 
3.10.1 RNA-Isolation 
Für die Isolierung der RNA aus den Muskelzellen wurde im ersten Schritt ein Stück des 
Gewebes in ein steriles 1,5 ml Eppendorf-Gefäß mit 350 µl Pufferlösung gegeben. Diese 
bestand aus Guanidinthiocyanat und -Mercaptoethanol (Puffer RLT, RNeasy Mini Kit, 
Qiagen, Hilden, Deutschland), um die Zellen zu lysieren und RNasen zu inaktivieren.    
Anschließend wurde das Gewebe mittels Homogenisator (Ultra-Turrax T 25) zerkleinert, 
sodass die RNA-Moleküle, welche sich intrazellulär befinden, frei wurden. Im nächsten 
Schritt erfolgte die Zugabe von 350 µl 70 %igem Ethanol. Dadurch verbesserte sich das 
Bindungsverhalten auf der Kieselgelsäule, auf die nun 700 µl der Lösung gegeben wurden. 
Die auf dem Gel bindende RNA wurde durch das mehrmalige Waschen mit Lysepuffer 
und dem anschließenden Zentrifugieren laut Angaben des Herstellers (RNeasy Mini Kit, 
Qiagen, Hilden, Deutschland) von diversen Verunreinigungen (z.B. Proteinen) befreit. Der 
letzte Zentrifugationsschritt mit 14.000 U/min diente dem Abtrocknen der Membran.    
Anschließend wurde mit 50 µl RNase freiem Wasser (RNeasy Mini Kit, Qiagen, Hilden, 
Deutschland) die RNA von der Säule eluiert. Am Ende dieses Verfahrens erhielt man 
RNA-Moleküle mit einer Mindestlänge von 200 Basenpaaren. Alle anderen Moleküle 
konnten entfernt werden. Die RNA-Lösung wurde in einem sterilen Eppendorf-Behälter 
bis zur Weiterverarbeitung kühl gestellt. 
3.10.2 cDNA-Synthese 
Bei der PCR wird zur Amplifikation die DNA-Polymerase verwendet. Da dieses Enzym 
nur DNA-Moleküle als Template benutzen kann, um neue DNA-Abschnitte herzustellen, 
ist eine Umschreibung der RNA in cDNA notwendig. Hierfür benötigte man folgende  
Reagenzien (Sensiscript RT Kit, Qiagen, Hilden, Deutschland), die in kleine Tubes       
pipetiert wurden: 
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 1 µl  RTS (omniscript Reverse Transkriptase) 
 2 µl  dNTP Mix (5 mM) 
 2 µl  RT (Reverse Transkriptase)-Puffer 
 2 µl  Random Primer Hexanukleotid (1:30)  
So erhielt man 7 µl Volumen des Master Mixes pro Tube. Des Weiteren wurden 13 µl der 
vorher gewonnenen RNA in RNase freiem Wasser zugegeben, sodass die Probe ein Ge-
samtvolumen von 20 µl hatte. Daraufhin inkubierte die Probe bei 37°C 60 min und weitere 
3 Minuten bei 70°C, um die Reverse Transkriptase zu denaturieren. Nun befand sich in den 
Tubes die für die PCR benötigte cDNA. 
3.10.3 Prinzip der Real-Time-Polymerase-Chain-Reaction 
Die quantitative Real-Time-Polymerase-Chain-Reaction (qRT-PCR) wurde zur Amplifika-
tion der vorher hergestellten cDNA durchgeführt. So wird es möglich, die gezielte Expres-
sion bestimmter Gene mit Hilfe von spezifischen Primern zu quantifizieren und Änderun-
gen in der Genexpression festzustellen. Im Folgenden wird zunächst das generelle Prinzip 
der PCR erläutert. 
Im ersten Schritt der PCR wird die Temperatur der Probe auf 94-96°C erhitzt. Dieser   
Vorgang, auch Denaturierung genannt, spaltet die Wasserstoffbrückenbindungen der dop-
pelsträngigen DNA auf. Die erste Erhitzung (Initialisierung) dauert meist länger, um     
sicherzustellen, dass alle Ausgangsstränge als Einzelstränge und die Primer getrennt vor-
liegen. Zur Verhinderung der erneuten Helixbildung erfolgt die schnelle Abkühlung. Der 
zweite Schritt wird Annealing genannt und dauert ca. 30 Sekunden. Dabei lagern sich die 
Primer an ihren komplementären DNA-Strang an. Die genaue Temperatur ist abhängig 
vom eingesetzten Primer, beträgt jedoch in der Regel 55-65°C. Ist die Temperatur zu nied-
rig, können sich die Primer auch an nicht-komplementäre Stränge anlagern. Ist sie zu hoch, 
heften sie sich möglicherweise gar nicht an die DNA an. Im dritten Schritt (Elongation) 
erfolgt die Synthese der DNA beginnend am 3´-Ende des Primers durch eine thermostabile 
DNA-Polymerase. Die optimale Temperatur hierfür ist abhängig vom Temperaturoptimum 
der verwendeten Polymerase. In der Regel beträgt sie 72°C. Die Dauer dieses Schrittes ist 
ebenfalls abhängig von der jeweiligen Polymerase. Um die DNA zu amplifizieren, müssen 
die genannten Schritte, die einen Zyklus bilden, mehrmals durchlaufen werden. Meistens 
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sind es 25 bis 40 Zyklen [Mc Pherson und Moller, 2006]. In Abbildung 10 ist das Prinzip 
der PCR noch einmal dargestellt. 
 
Abb. 10: Temperaturprofil einer PCR mit Darstellung der einzelnen Schritte der 
DNA-Synthese (Denaturierung, Annealing, Elongation) [Carr, 2010] 
Die Real-Time-PCR ist die Methode der Wahl zur Quantifizierung der entstandenen DNA. 
Hierbei erfolgen Fluoreszenzmessungen eines zugefügten Farbstoffes für jeden Zyklus des 
PCR-Laufes. In der vorliegenden Arbeit wurde einerseits mit SYBR
®
-Green und anderer-
seits mit spezifischen FRET (Fluorescence resonance energy transfer)-Sonden zur Fluores-
zenzbildung gearbeitet. SYBR
®
-Green bindet an die DNA, wodurch die Fluoreszenz des 
Farbstoffs stark zunimmt. Das Verfahren mittels FRET-Sonden läuft wie folgt ab. 
Zwei Oligonukleotide (Sonden) sind entweder mit einem Donor-Fluorophor oder einem 
Akzeptor-Fluorophor markiert und binden innerhalb der PCR-Fragmente nebeneinander an 
der Zielsequenz. Der Donor wird mit Licht einer Wellenlänge angeregt, welches vom   
Akzeptor nicht absorbiert wird. Kommen die beiden Fluorophore in unmittelbare Nähe 
zum Anderen, kommt es zu einem Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer vom Donor auf 
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Die Fluoreszenz nimmt proportional zur Menge der PCR-Produkte zu, sodass am Ende 
eine Quantifizierung in der exponentiellen Phase der PCR vorgenommen werden kann. 
Hierfür wurde der Ct-Wert („Threshold Cycle“) bestimmt. Dieser gibt den Zyklus an, in 
dem die Fluoreszenz erstmalig signifikant über die Hintergrundfluoreszenz ansteigt. Zu 
diesem Zeitpunkt ist die Amplifikation exponentiell. Je niedriger der Ct-Wert, desto mehr 
cDNA liegt am Anfang der PCR in der Probe vor [van Pelt-Verkuil et al., 2008]. Korrekte 
Werte sind nur in dieser Phase möglich, da hier die optimalen Reaktionsbedingungen herr-
schen. In der ersten Phase der Amplifikation ist die Wahrscheinlichkeit gering, dass sich 
Template, Primer und Polymerase treffen, da noch wenig Ausgangs-DNA vorhanden ist. In 
der dritten Phase, auch Plateau genannt, liegt nur noch eine limitierte Anzahl an Substraten 
vor und die Polymerasen werden durch den Temperaturwechsel langsam zerstört [Logan et 
al., 2009]. Abbildung 11 zeigt beispielhaft einen typisch exponentiellen Anstieg der ampli-
fizierten cDNA-Abschnitte nach ca. 50 Zyklen. 
 
Abb. 11: Beispiel einer quantitativen PCR mit dem Light Cycler 
Jede getestete Probe erreicht nach einer bestimmten Anzahl von Zyklen einen Umschwung von 
einem linearen auf einen exponentiellen Anstieg. Die Tangenten wurden später in der Auswertung 
mit der Menge an in der Zelle ubiquitär vorkommender HPRT (Hypoxanthine-Guanine-
Phosphoribosyl-Transferase) -RNA ins Verhältnis gesetzt. 
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3.10.4 Durchführung der Real-Time-PCR 
Zunächst musste für die PCR ein sogenannter Master Mix hergestellt werden, in den die 
cDNA gegeben wurde. Um Ungenauigkeiten durch das Pipettieren zu vermeiden, wurde 
der benötigte Master Mix pro PCR-Ansatz hergestellt. Es wurde je nach Anzahl der Proben 
die entsprechende Menge an Lösung hergestellt. Für eine Probe wurden dann 19 µl des 
Master Mix verwendet und zum Schluss cDNA-Lösung hinzugegeben. Folgende Reagen-
zien wurden benötigt: 
 10,5 µl nukleasefreies hochreines Wasser (HPLC-Wasser, Roth) 
 4 µl  SYBR®-Green (1x, Stammlösung: 10.000x; Invitrogen) 
 2 µl  10x PCR Puffer (Invitrogen) 
 1 µl  MgCl2 (50mM; Invitrogen) 
 0,5 µl  nicht-acetyliertes BSA (5 mg/ml; Sigma) 
 0,4 µl  Primer-Mix (je 10μM sense-/ antisense-Primer; MWG, Ebersberg) 
 0,4 µl  dNTP (10 mM; Roth) 
 0,2 µl  Taq-Polymerase (PlatinumTM Taq; Invitrogen) 
Das Volumen des erhaltenen Master Mix betrug 19 µl, hinzu kam 1 µl der cDNA, sodass 
das Gesamtvolumen 20 µl war. 
Anschließend wurden alle Proben in Glaskapillare gefüllt und zentrifugiert, damit sich die 
Ansätze im unteren Teil der Kapillare befanden. Dies war wichtig, damit keine Ungenau-
igkeiten entstanden und somit eine vergleichbare Detektion der Proben gewährleistet wer-
den konnte. Bei jeder Messung wurde eine Negativkontrolle aus 19 µl Master Mix und 1 µl   
nukleasefreien hochreinem Wasser (HPLC-Wasser, Roth) mitbestimmt. Die PCR wurde, 
wie oben beschrieben, mittels Light Cycler (Roche Diagnostics Inc., Mannheim, Deutsch-
land) durchgeführt.  
Im Anschluss an die PCR-Zyklen wurde die Temperatur der Proben langsam auf 95°C 
erhöht, um eine Schmelzkurvenanalyse durchzuführen. So wurden unerwünschte Amplifi-
kationsprodukte (z.B. Primerdimere) identifiziert und es konnte eine Aussage darüber   
getroffen werden, ob nur die gewünschte Template-cDNA amplifiziert wurde. Die 
Schmelzkurve dient somit der Prüfung der Spezifität eines PCR-Durchlaufes. Das Prinzip 
ist, dass verschiedene Fragmente (DNA, Primerdimere etc.) unterschiedliche Schmelz-
punkte haben, je nach Länge und Sequenz. Wird dieser Punkt bei einer gewissen Tempera-
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tur erreicht, spalten sich die doppelsträngigen Produkte auf und der angelagerte fluoreszie-
rende Farbstoff kann nicht mehr binden. Er fluoresziert nicht mehr und wird somit auch 
nicht mehr gemessen [Mc Pherson und Moller, 2006].  
Abbildung 12 zeigt die Schmelzkurve eines exemplarischen Amplifikationsproduktes mit 
dem Light Cycler. 
 
Abb. 12: Schmelzkurve eines exemplarischen Amplifikationsproduktes mit dem Light 
Cycler 
Es ist ersichtlich, dass die beiden Proben einen gleichen Schmelzpunkt bei 90°C haben. Somit han-
delt es sich um das gleiche Amplifikationsprodukt. Die Negativkontrolle (blaue Kurve) weist keine 
Produkte nach. 
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3.10.5 Normierung der RT-PCR Produkte 
Damit die relative cDNA-Menge pro Gewebe bestimmt werden konnte, musste eine   
Normalisierung über einen Abgleich mit Housekeeping-Gen-Expressionswerten durchge-
führt werden. Diese Gene unterliegen keiner Regulierung in Abhängigkeit von äußeren 
oder inneren Bedingungen. Die Genexpression sollte also in allen Zellen immer gleich 
sein. In der vorliegenden Studie wurde als interner Standard die Menge der Expression der 
Hypoxanthine-Guanine-Phosphoribosyl-Transferase (HPRT) herangezogen. Man kann die 
Expression eines Gens auf die von HPRT normieren und die normierten Werte vergleich-
bar machen [van Pelt-Verkuil et al., 2008].  
3.11 Messung der enzymatischen Aktivität im Muskelhomogenat sowie der 
cross section area 
Mit den Ergebnissen der Zytophotometrie konnten Aussagen über den Metabolismus ein-
zelner Muskelfasern getroffen werden. Um den Stoffwechsel des gesamten Muskels analy-
sieren zu können, ist es notwendig die Enzymaktivitäten im Muskelhomogenat zu messen. 
Die Messungen wurden in Zusammenarbeit mit PD Dr. rer. nat. habil. V. Adams, dem Lei-
ter des Forschungslabors der Kardiologie am Herzzentrum der Universität Leipzig, nach 
standardisierten Methoden durchgeführt. Es wurde die SDH-Aktivität sowie die Lactat-
Dehydrogenase (LDH)-Aktivität im Muskelhomogenat des SOL und des EDL bestimmt. 
Die LDH, welche die Reduktion von Pyruvat in Lactat katalysiert, ist ähnlich der GPDH 
ein Markerenzym des glykolytischen Stoffwechsels. Des Weiteren wurde die cross section 
area (Querschnittsfläche) für den SOL aller drei Versuchsgruppen gemessen.  
3.12 Statistik 
Die statistischen Berechnungen erfolgten mit dem Programm GraphPad InStat der Firma 
GraphPad Software sowie mit dem Tabellenkalkulationsprogramm Excel 4.0 ®. Folgende 
statistische Parameter wurden berechnet: 
 MW: der arithmetische Mittelwert der Stichprobe 
 SD: die mittlere quadratische Abweichung der Einzelwerte vom Mittelwert der 
Stichprobe 
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Zunächst führte das Statistikprogramm eine Prüfung auf Normalverteilung durch, an-
schließend wurde zur statistischen Berechnung die einfaktorielle Varianzanalyse (One-
way‐ANOVA) verwendet.  
Varianzanalysen werden als statistisches Mittel zur Prüfung der Signifikanzverteilung ge-
braucht, wenn mehr als zwei unabhängige Stichproben mit quantitativ normalverteilten 
Merkmalen getestet werden. Dadurch kann ermittelt werden, ob und wie sich die Gruppen 
signifikant unterscheiden. Mit der einfaktoriellen ANOVA wird jedoch nur festgestellt, 
dass es in einer Gruppe von Mittelwerten signifikante Unterschiede gibt. Daher wurde bei 
bestehender Signifikanz im ANOVA der Tukey-Test, ein Post-Hoc-Test, durchgeführt. 
Dieser gibt entweder mit paarweisen Mittelwertvergleichen oder mit Teilgruppenverglei-
chen Auskunft, welche Mittelwerte sich signifikant voneinander unterscheiden. 
Die Irrtumswahrscheinlichkeit p wurde wie folgt definiert: 
 p < 0,001 = *** = hochsignifikant 
 p < 0,01 = ** = signifikant 
 p < 0,05 = * = wahrscheinlich signifikant 
 p > 0,05 = ns = nicht signifikant 
  





Um eine Fasertypisierung durchführen zu können, ist es notwendig, Serienschnitte zu   
analysieren. Diese wurden von allen Muskelproben angefertigt und den entsprechenden 
immun- und enzymhistochemischen Reaktionen unterzogen (siehe Tab. 2). Anschließend 
wurde jedes Schnittpräparat einer Serie und somit eines Muskels unter dem Mikroskop 
betrachtet und ein Ausschnitt an Muskelfasern festgelegt, der in allen Schnitten einer Serie 
wiederzufinden war. Es erfolgte eine Untersuchung an ein und derselben Faser im aus-
gesuchten Bereich. Slow- und fast-Fasern wurden anhand des immunhistochemischen 
Nachweises von MHC-slow und MHC-fast Antikörpern definiert. Der Fasermetabolismus 
wurde enzymhistochemisch mit Hilfe der SDH- und GPDH-Aktivität beurteilt und zyto-
photometrisch quantifiziert. Um Aussagen über die Kontraktilität zu treffen und eine Ein-
teilung in entsprechende Subtypen vorzunehmen, erfolgte der Nachweis der myofibrilläre 
ATPase. Aus der Gesamtheit der Ergebnisse lässt sich die eindeutige Charakteristik und 
Klassifizierung für eine Muskelfaser erstellen. Abbildung 13 stellt eine solche Schnittserie 
beispielhaft am SOL dar. Es wird die Immunreaktion von fast- und slow-Myosin sowie die 
Aktivität der SDH, GPDH und der ATPase bei einem pH von 4,3 und 9,4 für 12 Muskel-
fasern abgebildet. Sie wurden nach dem physiologischen Klassifikationssystem in slow- 
und fast-Fasern, nach der physiologisch-metabolischen Einteilung in SO, FOG und FG 
Fasern und nach der Klassifizierung der myofibrillären ATPase-Aktivität in die Typen I, II 
und IIB eingeteilt.  
Die Fasern 1-4 reagieren auf den MHC-slow Antikörper positiv, es handelt sich um slow-
Fasern. Sie haben eine deutlich höhere Aktivität der SDH bei einer niedrigen GPDH-
Aktivität (siehe Tab. 3) und lassen sich daher dem Fasertyp SO zuordnen. Unter saurer 
Präinkubation zeigen SO Fasern eine dunkle Färbung, sie gehören zu den Typ I Fasern. 
Die Fasern 5-12 zeigen eine positive Reaktion bei der Inkubation mit MHC-fast Antikör-
pern, es sind somit fast-Fasern. In der alkalischen Präinkubation der ATPase-Aktivität  
haben diese Fasern eine dunkle Färbung. Sie gehören zu den Typ II Fasern. Nach saurer 
Präinkubation zeigen die Fasern 5-9 und 12 eine schwache Reaktion, sie gehören zu den 
Typ IIA Fasern. Die Fasern 10 und 11 zeigen eine moderate Färbereaktion und zählen  
daher zu den Typ IIB Fasern. Des Weiteren haben alle fast-Fasern (5-12) eine hohe 
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GPDH- und SDH-Aktivität und lassen sich daher den FOG Fasern zuordnen. Man erkennt 
innerhalb der fast-Fasern (FOG Fasern) eine heterogene Verteilung der SDH- und GPDH-
Aktivitäten, wodurch sie sich in die Untergruppen FOG I-IV unterteilen lassen. Es ist ein 
weites Spektrum im Metabolismus dieser Fasern zu verzeichnen, was sich im unterschied-
lichen GPDH/SDH-Aktivitätsquotient widerspiegelt [Punkt et al., 2006]. 
 
Abb. 13: Fasertypisierung anhand von Serienschnitten des SOL einer ApoE-
knockout-Maus 
Es wird die Immunreaktion von fast- und slow-Myosin sowie die Aktivität der SDH, GPDH und 
der ATPase bei einem pH von 4,3 und 9,4 für 12 Muskelfasern abgebildet. Fasern 1-4 sind slow-
Fasern (Typ I, SO), Fasern 5-12 sind fast-Fasern (Typ II). Subtypisierung in Fasern 5-7 = FOG I = 
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Die Zahlenwerte und die unterschiedlichen Färbeintensitäten sowie die Klassifizierung 
sind in der folgenden Tabelle dargestellt. 
 
Tab. 3: Typisierung der Fasern 1-12 aus Abbildung 13 mittels zytophotometrischer 
Messwerte sowie des GPDH/SDH-Aktivitätsquotienten 
Mit Hilfe des GPDH/SDH-Aktivitätsquotienten ist eine eindeutige physiologisch-
metabolische Klassifizierung der Muskelfasern möglich [Punkt, 2002]. Der Quotient er-
rechnet sich aus den zytophotometrisch ermittelten Messwerten der GPDH, als Maß für 
den glykolytischen Stoffwechsel, und den Werten der SDH, als Maß des oxidativen Stoff-
wechsels. Daher stellen sich Veränderungen im metabolischen Profil der Muskelfasern 
über eine Änderung im GPDH/SDH-Aktivitätsquotienten dar. Die Zahlenwerte sind für 
jeden Fasertypen unterschiedlich: 
0,40 - 0,45 = SO (niedrige GPDH-, hohe SDH-Aktivität, Fasern 1-4)  
0,30 - 0,33 = FOG I (moderate GPDH-, hohe SDH-Aktivität, Fasern 5-7) 
0,15 - 0,18 = FOG II (schwache GPDH-, hohe SDH-Aktivität, Fasern 8-9) 
0,63 - 0,67 = FOG III (hohe GPDH-, hohe SDH-Aktivität, Fasern 10-11) 
0,48 = FOG IV (moderate GPDH-, moderate SDH-Aktivität, Faser 12) 





















1 positiv negativ 0,111 0,262 0,42 schwach stark SO
2 positiv negativ 0,126 0,283 0,45 schwach stark SO
3 positiv negativ 0,127 0,307 0,41 schwach stark SO
4 positiv negativ 0,130 0,326 0,40 schwach stark SO
5 negativ positiv 0,266 0,855 0,31 stark schwach FOG I/ IIA
6 negativ positiv 0,265 0,804 0,33 stark schwach FOG I/ IIA
7 negativ positiv 0,219 0,733 0,30 stark schwach FOG I/ IIA
8 negativ positiv 0,155 0,870 0,18 stark schwach FOG II/ IIA
9 negativ positiv 0,111 0,755 0,15 stark schwach FOG II/ IIA
10 negativ positiv 0,471 0,749 0,63 stark moderat FOG III/ IIB
11 negativ positiv 0,456 0,684 0,67 stark moderat FOG III/ IIB
12 negativ positiv 0,291 0,611 0,48 stark schwach FOG IV/ IIA
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Abbildung 14 verdeutlicht die Einteilung der Fasertypen nach der gemessenen Aktivität 
der SDH und der GPDH. Es wird ersichtlich, dass eine eindeutige Faserdifferenzierung 
anhand des GPDH/SDH-Quotienten möglich ist. 
 
Abb. 14: Zytophotometrische Fasertypisierung 
Einteilung der Fasern 1-12 in SO und FOG I-IV, abhängig von der quantitativen Enzymaktivität 
der SDH und der GPDH. Angabe des GPDH/SDH-Quotienten. 
In allen untersuchten Muskeln wurde die metabolische Heterogenität der ATPase-Faser-
typen nachgewiesen. So sind die Fasern 5-9 und 12 alles Typ IIA Fasern, aber es fällt eine 
unterschiedliche Färbeintensität für die GPDH-, als auch für SDH-Aktivität auf. Daher 
kann anhand der ATPase-Klassifizierung keine automatische metabolische Unterscheidung 
getroffen werden. Es gibt keine eindeutige Korrelation zwischen den ATPase-Fasertypen 
und der glykolytischen und oxidativen Kapazität der Muskelfasern. Die ATPase-Subtypen 












1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
0,42 0,45 0,41 0,40 0,31 0,33 0,30 0,18 0,15 0,63 0,67 0,48
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4.2 Vergleich der zytophotometrischen Daten 
Im Folgenden wird auf die Veränderung der Enzymaktivitäten in den Muskelfasern der 
drei untersuchten Mäusegruppen eingegangen. Mittels Zytophotometrie wurde die Aktivi-
tät der SDH, GPDH und der ATPase in den einzelnen Fasern bestimmt. Die gemessene 
Enzymaktivitätsdifferenz kann Hinweise auf Verschiebungen im faserspezifischen Stoff-
wechsel geben. Die absoluten Zahlenwerte haben aus methodischen Gründen nur bedingte 
Aussagekraft, aber ein Vergleich der GPDH/SDH-Aktivitätsquotienten lässt Rückschlüsse 
auf Veränderungen des metabolischen Profils der Fasern zu. Als Maß für die Enzymaktivi-
tät dient die mittlere Absorption des Reaktionsproduktes. Die Versuchsgruppen werden 
unter anderem auch mit Abkürzungen benannt. Mäuse, die eine Ang II-Pumpe implantiert 
bekamen und kein Ausdauertraining erhalten haben, werden mit A bezeichnet. Diejenigen 
mit Ang II-Pumpe und Ausdauertraining mit Ex. Mäuse der Kontrollgruppe, also ohne 
Training und mit NaCl-Pumpe, werden mit C beschrieben. In den folgenden Abschnitten 
wird sich jeweils auf beide untersuchten Muskeln (EDL, SOL) bezogen. 
4.2.1 Vergleich der SDH-Aktivität in Muskelfasern der drei Versuchsgruppen 
Die SDH-Aktivität ist als Maß für den oxidativen Stoffwechsel des Skelettmuskels geeig-
net. In verschieden Untersuchungen wurde sie bereits als Marker der oxidativen Kapazität 
verwendet.  
4.2.1.1 SOL 
Abbildung 15 zeigt die fasertypspezifischen Messwerte des SOL aller drei Versuchsgrup-
pen. Wie aus dem Diagramm ersichtlich, lassen sich signifikante Unterschiede zwischen 
den Muskelfasern feststellen. In allen Fasertypen, d.h. FOG I-IV und SO, ist ein signifikan-
ter Abfall der SDH-Aktivität in der Gruppe mit Ang II-Gabe (A) im Vergleich zur Kon-
trollgruppe (C) festzustellen. Dieser beträgt in den FOG I-III Fasern ca. 56 %, in den FOG 
IV Fasern 51 % und in den SO Fasern 27 %.  
Es fällt auf, dass die Enzymaktivität in der Trainingsgruppe (Ex), verglichen mit der Grup-
pe ohne Training (A), wieder ansteigt und sich der SDH-Aktivität der Kontrollgruppe (C) 
nähert oder sie gar übersteigt. Eine verminderte oxidative Aktivität besteht in allen Mus-
kelfasern der Gruppe A. Die Messwerte zeigen, dass durch Training einer Verminderung 
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des oxidativen Stoffwechsels, trotz Ang II-Gabe, signifikant entgegengewirkt werden 
kann. 
 
Abb. 15: Fasertypspezifische SDH-Aktivität der Muskelfasertypen FOG I, II, III, IV, 
SO und zytophotometrische Messwerte der drei Gruppen des SOL im Vergleich 
FOG I, II, III haben die gleiche SDH-Aktivität und werden erst mit dem GPDH/SDH-
Aktivitätsquotienten unterscheidbar (siehe Abbildung 14). Zu vergleichende Fasertypen wurden 
mit ANOVA auf signifikante Unterschiede untersucht. Für die Irrtumswahrscheinlichkeit p gilt:      
* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. 
4.2.1.2 EDL 
Beim EDL lässt sich, im Gegensatz zum SOL, nur in einigen Fasern der Gruppe mit Ang 
II-Gabe (A) ein signifikanter Abfall der SDH-Aktivität feststellen, der jedoch gering ist. 
Die Aktivität sinkt verglichen mit Gruppe C in Gruppe A bei den FOG I-III Fasern um ca. 
21 %, bei den FOG IV Fasern um 12 % und bei den SO Fasern um 19 %. Daraus lässt sich 
schlussfolgern, dass der oxidative Stoffwechsel im EDL kaum durch Ang II-Gabe oder 
Training beeinflusst wird. 
 
FOG I, II, III FOG IV SO
C 0,780 0,530 0,330
A 0,350 0,260 0,210
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Abb. 16: Fasertypspezifische SDH-Aktivität der Muskelfasertypen FOG I, II, III, IV, 
SO und zytophotometrische Messwerte der drei Gruppen des EDL im Vergleich 
FOG I, II, III haben die gleiche SDH-Aktivität und werden erst mit dem GPDH/SDH-
Aktivitätsquotienten unterscheidbar (siehe Abbildung 14). Zu vergleichende Fasertypen wurden 
mit ANOVA auf signifikante Unterschiede untersucht. Für die Irrtumswahrscheinlichkeit p gilt:     
* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. 
4.2.2 Vergleich der GPDH-Aktivität in Muskelfasern der drei Versuchsgruppen 
Wie bereits erwähnt konnte gezeigt werden, dass die GPDH-Aktivität proportional zur 
Aktivität glykolytischer Schlüsselenzyme ist. Somit dient sie als Maß für die glykolytische 
Kapazität eines Skelettmuskels. Im Allgemeinen lässt sich sagen, dass die Enzymaktivität 
in den FG Fasern am größten ist, gefolgt von den FOG Fasern. Am kleinsten ist sie in den 
SO Fasern, da diese vorwiegend über den oxidativen Stoffwechsel arbeiten. 
4.2.2.1 SOL 
Die fasertypspezifische GPDH-Aktivität der drei zu vergleichenden Gruppen ist in Abbil-
dung 17 dargestellt. Es wird ersichtlich, dass sich die Enzymaktivitäten der verschiedenen 
Fasertypen in allen drei Versuchsgruppen kaum unterscheiden. So ist in den FOG III    
Fasern der Gruppe A im Vergleich zur Kontrollgruppe lediglich ein Abfall der Enzymakti-
vität von ca. 7 % zu verzeichnen. Bei den FOG I und IV Fasern sind es 21 %, bei den FOG 
FOG I, II, III FOG IV SO
C 0,580 0,203 0,123
A 0,460 0,180 0,100
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II und SO Fasern 29 %. Durch Training (Ex) kann dem Verlust der Enzymaktivität in den 
FOG I, IV, II und SO Fasern signifikant entgegengewirkt werden.  
 
Abb. 17: Fasertypspezifische GPDH-Aktivität der Muskelfasertypen FOG I, II, III, 
IV, SO und zytophotometrische Messwerte der drei Gruppen des SOL im Vergleich 
FOG I, IV bzw. FOG II, SO haben die gleiche GPDH-Aktivität und werden erst mit dem 
GPDH/SDH-Aktivitätsquotienten unterscheidbar (siehe Abbildung 14). Zu vergleichende Faser-
typen wurden mit ANOVA auf signifikante Unterschiede untersucht. Für die Irrtumswahrschein-
lichkeit p gilt: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. 
4.2.2.2 EDL 
In der Gruppe mit Ang II-Gabe (A) ist die GPDH-Aktivität in allen Fasertypen signifikant 
reduziert. So sinkt die Aktivität, verglichen mit der Kontrollgruppe (C), in den FOG III 
Fasern um ca. 49 %, in den FOG I und IV Fasern um ca. 39 % und in den FOG II und SO 
Fasern um ca. 46 %. Des Weiteren wird ersichtlich, dass die GPDH-Aktivität in der Grup-
pe mit Ausdauertraining (Ex) signifikant gegenüber der Gruppe ohne Training (A) ansteigt 
und beinahe die Messwerte der Kontrollgruppe (C) erreicht. Der Verlust der GPDH-
Aktivität in Gruppe A weist auf eine gesunkene glykolytische Kapazität im Skelettmuskel 
hin. Durch Training kann dieser Effekt verhindert und die Aktivität des glykolytischen 
Stoffwechsels gesteigert werden. 
FOG III FOG I, IV FOG II, SO
C 0,460 0,240 0,140
A 0,430 0,190 0,100
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Abb. 18: Fasertypspezifische GPDH-Aktivität der Muskelfasertypen FOG I, II, III, 
IV, SO und zytophotometrische Messwerte der drei Gruppen des EDL im Vergleich 
FOG I, IV bzw. FOG II, SO haben die gleiche GPDH-Aktivität und werden erst mit dem 
GPDH/SDH-Aktivitätsquotienten unterscheidbar (siehe Abbildung 14). Zu vergleichende Faser-
typen wurden mit ANOVA auf signifikante Unterschiede untersucht. Für die Irrtumswahrschein-
lichkeit p gilt: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. 
4.2.3 GPDH/SDH-Quotient 
Der Aktivitätsquotient wurde mittels Division der Enzymaktivität der GPDH durch die 
Aktivität der SDH für jeden einzelnen Fasertypen ermittelt. Er stellt ein Maß für die     
glykolytisch-oxidative Aktivität des Muskels dar, sodass eine Veränderung des 
GPDH/SDH-Quotienten eine Veränderung im metabolischen Profil bedeutet. Steigt der 
Quotient an, hat sich in der Faser eine Verschiebung hin zum glykolytischen Stoffwechsel 
vollzogen. Sinkt der Aktivitätsquotient, bedeutet dies eine Verschiebung hin zum oxidati-
ven Stoffwechsel. Anhand der im Folgenden aufgeführten Diagramme lässt sich sagen, 
dass der EDL, verglichen mit dem SOL, einen deutlich glykolytischeren Metabolismus hat. 
Auch die oxidativen SO Fasern weisen im EDL ein vermehrt glykolytisches Profil auf. 
FOG III FOG I, IV FOG II, SO
C 0,910 0,630 0,500
A 0,470 0,390 0,270
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Wie aus Abbildung 19 ersichtlich, haben alle Fasertypen der Gruppe mit Ang II-Gabe (A) 
einen höheren GPDH/SDH-Quotienten als die anderen beiden Versuchsgruppen. Dies deu-
tet auf eine Verschiebung zum glykolytischen Stoffwechsel und im Umkehrschluss auch 
auf eine verminderte SDH-Aktivität hin. Der Aktivitätsquotient der SO Fasern der Gruppe 
A ist im Vergleich zur Kontrollgruppe (C) um 14 % erhöht. In den FOG I Fasern beträgt 
dieser Anstieg 74 %, in den FOG II Fasern 61 %, in den FOG III Fasern 108 % und in den 
FOG IV Fasern 62 %. 
 
Abb. 19: Fasertypspezifischer GPDH/SDH-Aktivitätsquotient des SOL der Muskelfa-
sertypen SO, FOG I, FOG II, FOG III und FOG IV der drei zu untersuchenden Ver-
suchsgruppen 
Für die Irrtumswahrscheinlichkeit p gilt: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. 
Erwartungsgemäß ist der GPDH/SDH-Quotient in den FOG Fasern höher als in den SO 
Fasern, da die FOG Fasern ihre Energie mehr über den glykolytischen Stoffwechsel ge-
winnen. Die SO Fasern beziehen ihre Energie mehr über den oxidativen Stoffwechsel, 
deswegen ist der Quotient kleiner. Des Weiteren sieht man bei allen Fasertypen der Trai-
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Vergleich zu der Gruppe mit Ang II-Gabe ohne Training (A). Die Versuchsgruppe mit 
Training gleicht sich wieder dem metabolischen Profil der Kontrollgruppe (C) an.  
4.2.3.2 EDL 
Abbildung 20 lässt erkennen, dass alle Fasertypen der Gruppe mit Ang II-Gabe (A) einen 
signifikant niedrigeren GPDH/SDH-Aktivitätsquotienten als die Kontrollgruppe (C) haben. 
Dies deutet auf eine Verschiebung zum oxidativen Stoffwechsel und im Umkehrschluss 
auch auf eine verminderte GPDH-Aktivität hin. Der Aktivitätsquotient der SO Fasern der 
Gruppe A ist im Vergleich zur Kontrollgruppe um 45 % niedriger. In den FOG I Fasern 
beträgt diese Abnahme 42 %, in den FOG II Fasern 49 %, in den FOG III Fasern 51 % und 
in den FOG IV Fasern 48 %. Des Weiteren wird deutlich, dass sich die Trainingsgruppe 
(Ex) wieder dem metabolischen Profil der Kontrollgruppe angleicht, da der GPDH/SDH-
Aktivitätsquotient ansteigt. 
 
Abb. 20: Fasertypspezifischer GPDH/SDH-Aktivitätsquotient des EDL der Muskelfa-
sern der drei zu untersuchenden Versuchsgruppen 
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4.2.4 Vergleich der zytophotometrisch ermittelten Daten von SOL und EDL 
Das Maß der Enzymaktivität kann histochemisch durch die Färbeintensität des entstande-
nen Reaktionsproduktes subjektiv abgeschätzt werden. Eine dunkle bzw. starke Färbung 
zeigt bereits beim Betrachten der histologischen Schnitte eine hohe Aktivität und eine helle 
bzw. schwache Färbung eine niedrige Aktivität des jeweiligen Enzyms an. In Abbildung 
21 ist der Nachweis der SDH- und GPDH-Aktivität für den SOL und den EDL dargestellt. 
Beim SOL zeigt sich bei der Darstellung der SDH-Aktivität eine dunkle Färbung und bei 
der GPDH-Aktivität eine moderate Färbung. Der EDL färbt sich kräftig dunkel beim    
enzymhistochemischen Nachweis der GPDH-Aktivität und moderat bei der Darstellung 
der SDH-Aktivität. Es wird ersichtlich, welches Enzym für den jeweiligen Muskel be-
stimmend ist.  
 
Abb. 21: Vergleich der Enzymaktivitäten der SDH und GPDH zwischen dem SOL 
und dem EDL 
SDH von SOL und EDL bzw. GPDH von SOL und EDL jeweils auf ein und demselben Objekt-
träger inkubiert. Es sind Muskelschnitte aus der Tiergruppe C dargestellt. 
  SOL, SDH SOL, GPDH 
 EDL, GPDH    EDL, SDH 
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4.3 Enzymaktivität im Muskelhomogenat 
In Unterkapitel 4.3 wird auf die gemessene Enzymaktivität im Muskelhomogenat einge-
gangen. Zunächst wird die SDH-Aktivität in SOL und EDL für die drei Versuchsgruppen 
dargestellt. Anschließend wird Bezug auf die Enzymaktivität der LDH in beiden Muskeln 
genommen. 
4.3.1 Vergleich der SDH-Aktivität der drei Versuchsgruppen 
Wie bereits erwähnt konnte gezeigt werden, dass die SDH-Aktivität als Maß für den oxi-
dativen Stoffwechsel des Skelettmuskels geeignet ist. Somit dient sie als Marker der oxida-
tiven Kapazität. 
4.3.1.1 SOL 
Abbildung 22 stellt die gemessene SDH-Aktivität im Muskelhomogenat des SOL dar.  Es 
lässt sich eine um 53 % signifikant verringerte Aktivität der SDH in der Gruppe mit Ang 
II-Gabe (A) im Vergleich zur Kontrollgruppe (C) erkennen (C: 20,26 mU/mg vs. A: 9,55 
mU/mg). In der Versuchsgruppe mit Ang II-Gabe und Ausdauertraining (Ex) beträgt die 
SDH-Aktivität 17,3 mU/mg. Das ist verglichen mit Gruppe A eine signifikante Erhöhung 
um 81 %. 
 
Abb. 22: Darstellung der im Muskelhomogenat gemessenen Enzymaktivität der SDH 
im SOL der drei Versuchsgruppen 
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Die Messung der SDH-Aktivität im Muskelhomogenat des EDL wird in Abbildung 23 
dargestellt. Es zeigt sich eine etwas geringere Aktivität der SDH in der Kontrollgruppe (C). 
In der Gruppe mit Ang II-Gabe (A) sowie mit zusätzlichem Ausdauertraining (Ex) lassen 
sich annähernd gleiche Messwerte erkennen (C: 10,6 mU/mg vs. A: 14,77 mU/mg vs.    
Ex: 14,25 mU/mg). Es können keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden. 
 
Abb. 23: Darstellung der im Muskelhomogenat gemessenen Enzymaktivität der SDH 
im EDL der drei Versuchsgruppen 
Es lassen sich keine signifikanten Unterschiede feststellen. 
4.3.2 Vergleich der LDH-Aktivität der drei Versuchsgruppen 
Die LDH ist ähnlich wie die GPDH ein Markerenzym des glykolytischen Stoffwechsels. 
Daher dient sie als Maß für die glykolytische Kapazität eines Skelettmuskels.  
4.3.2.1 SOL 
Abbildung 24 stellt die Messung der LDH-Aktivität im Muskelhomogenat des SOL dar. Es 
zeigen sich keine signifikanten Messunterschiede der Enzymaktivität in den Versuchs-
gruppen. So nimmt die LDH-Aktivität in Gruppe A, verglichen zur Kontrollgruppe (C), 
lediglich um ca. 12 % ab (C: 1,51 U/mg vs. A: 1,32 U/mg). Die Trainingsgruppe (Ex) 
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Abb. 24: Darstellung der im Muskelhomogenat gemessenen Enzymaktivität der LDH 
im SOL der drei Versuchsgruppen 
Es lassen sich keine signifikanten Unterschiede feststellen. 
4.3.2.2 EDL 
Abbildung 25 zeigt die Ergebnisse der gemessenen LDH-Aktivität im Muskelhomogenat 
für den EDL. In der Kontrollgruppe (C) beträgt die LDH-Aktivität 2,39 U/mg. Die Gruppe 
mit Ang II-Gabe (A) weist eine Aktivität von 2,64 U/mg auf und in der Gruppe mit zusätz-
lichem Ausdauertraining (Ex) ergibt sich eine Enzymaktivität von 2,94 U/mg. Es können 
keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden. 
 
Abb. 25: Darstellung der im Muskelhomogenat gemessenen Enzymaktivität der LDH 
im EDL der drei Versuchsgruppen  
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Die Kraft-Frequenz-Analyse des SOL für alle drei Versuchsgruppen ist in Abbildung 26 
dargestellt. Es wurde bei einer Frequenz von 25, 50, 75, 100, 125 und 150 Hz gemessen.  
Wie in der Graphik dargestellt, ist die spezifische Kraftentwicklung über die durchgeführte  
Frequenzerhöhung in der Gruppe mit Ang II-Gabe, verglichen mit der Kontrollgruppe, 
vermindert. Die spezifische Kraftentwicklung bei 150 Hz ist bei Gruppe A um ca. 36 % 
geringer als in der Gruppe C (C: 2769 ±240 g/cm
2 
vs. A: 1760 ±195 g/cm
2
). Die Gruppe 
mit Ang II-Gabe und zusätzlichem Ausdauertraining entwickelt bei 150 Hz eine Kraft von 
2440 g/cm
2
. Dies sind 12 % weniger als bei der Kontrollgruppe. Es lassen sich keine     
signifikanten Unterschiede feststellen. 
 
Abb. 26: Funktionelle Analyse des SOL aller drei Versuchsgruppen (Kontrollgruppe 
C ■, Angiotensin II-Gabe ohne Training A▲, Angiotensin II-Gabe und Ausdauer-
training Ex▼) 
Die Kraftmessung erfolgte in einem Organbad und die entwickelte Kraft wurde mit der Quer-

















4. Ergebnisse  
59 
 
4.5 Cross section area 
In Abbildung 27 wird die gemessene cross section area (Querschnittsfläche) des SOL   
aufgezeigt. Alle drei Versuchsgruppen wurden der Messung unterzogen. So beträgt die 
cross section area in der Kontrollgruppe (C) 734 ±54 µm
2
, in der Gruppe mit Ang II-Gabe 
(A) 757 ±28 µm
2
 und in der Versuchsgruppe mit zusätzlichem Ausdauertraining (Ex) 732 
±23 µm
2
. Es lassen sich keine signifikanten Unterschiede feststellen. 
 
Abb. 27: Messung der cross section area (Querschnittsfläche) im SOL der Kontroll-
gruppe (C), der Gruppe mit Angiotensin II-Gabe (A) und der Versuchsgruppe mit 
Angiotensin II-Gabe und Ausdauertraining (Ex) 
Es ergeben sich keine signifikanten Unterschiede. 
4.6 mRNA-Expression des IGF-1 
4.6.1 SOL 
Abbildung 28 stellt die Messung der IGF-1 mRNA-Expression des SOL für die drei Ver-
suchsgruppen dar. Es zeigt sich eine um ca. 42 % signifikant verminderte Expression der 
IGF-1 mRNA von Mäusen mit Ang II-Gabe (A) im Vergleich zur Kontrollgruppe (A: 
11,69 ±1,25 arb. Units vs. C: 19,95 ±3,59 arb. Units). Des Weiteren lässt sich ein signifi-
kanter Anstieg der IGF-1 mRNA-Expression in der Gruppe mit Ausdauertraining (Ex), 
verglichen mit Gruppe A, verzeichnen (Ex: 20,09 ±2,29 arb. Units). Die ermittelten Werte 

































Abb. 28: Darstellung der durch PCR ermittelten Werte der IGF-1 mRNA-Expression 
der drei Versuchsgruppen für den SOL 
Für die Irrtumswahrscheinlichkeit p gilt: * p < 0,05;  ** p < 0,01; *** p < 0,001. 
4.6.2 EDL 
Abbildung 29 zeigt die Messung der mRNA-Expression des IGF-1 für den EDL. Die    
Expression ist in der Gruppe mit Ang II-Gabe (A) im Vergleich zur Gruppe C signifikant 
um ca. 50 % vermindert (A: 4,95±0,59 arb. Units vs. C: 9,71±1,67 arb. Units). Unter Aus-
dauertraining (Ex) zeigt sich ein signifikanter Anstieg der IGF-1 mRNA-Expression im 
EDL (Ex: 8,37 ±1,18 arb. Units). 
 
Abb. 29: Darstellung der durch PCR ermittelten Werte der IGF-1 mRNA-Expression 
der drei Versuchsgruppen für den EDL 












































































5.1 Muskelfaseranalyse und Messung der fasertypspezifischen glykolytischen 
und oxidativen Enzymaktivitäten 
Die Analyse des SOL und EDL wurde mittels verschiedener Klassifizierungssysteme 
durchgeführt. Relative Enzymaktivitäten in den einzelnen Muskelfasern wurden zytopho-
tometrisch erfasst, sodass das metabolische Profil der Muskelfasern der verschiedenen 
Tiergruppen verglichen werden konnte. Es wurden drei Gruppen von ApoE-defizienten 
Mäusen untersucht (Kontrollgruppe, Gruppe mit Ang II-Gabe und Gruppe mit Ang II-
Gabe und zusätzlichem Ausdauertraining). 
5.1.1 Fasertypisierung 
Alle vorliegenden Muskeln wurden einer aufwändigen Fasertypisierung mittels Zyto-
photometrie unterzogen. Diese ermöglicht die Einteilung der Fasern nach verschiedenen 
Klassifikationssystemen. Punkt (2002) entwickelte die metabolische Klassifikation von 
Skelettmuskelfasern im histologischen Schnitt. Durch immun- und enzymhistochemische   
Untersuchungen und die zytophotometrische Messung der Enzymaktivitäten können die 
einzelnen Muskelfasern in Serienschnitten identifiziert werden. Die Einteilung der Faser-
typen in SO, FOG und FG Fasern ist mit Hilfe des erhobenen GPDH/SDH-
Aktivitätsquotienten möglich. Zwischen den verschiedenen Klassifikationssystemen gibt es 
sowohl Überschneidungen als auch Differenzen. Während die physiologische Einteilung 
der Fasern in slow und fast denen der ATPase-Typisierung in Typ I und II Fasern ent-
spricht, gibt es bei den fast-Subtypen Unterschiede bezüglich der Einteilung nach der   
myofibrillären ATPase-Aktivität und der physiologischen Klassifikation. Es besteht keine 
eindeutige Korrelation zwischen den ATPase-Subtypen und den metabolischen Fasertypen. 
Das heißt, die ATPase-Fasertypen sind metabolisch nicht eindeutig definiert. Dies konnte 
auch in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, sodass die ATPase-Klassifizierung für 
Aussagen über fasertypspezifische metabolische Veränderungen nicht geeignet ist. Von 
Relevanz sind nur die physiologisch-metabolisch definierten Fasertypen.  
In der vorliegenden Arbeit sowie auch in früheren Studien an Rattenmuskeln (Punkt, 2002 
und darin zitierte Arbeiten) konnte gezeigt werden, dass die FOG Fasern eine höhere  
SDH-Aktivität haben als die SO Fasern. FG Fasern konnten in keinem der untersuchten 
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Muskelquerschnitte identifiziert werden, was darauf schließen lässt, dass die fast-Fasern 
der ApoE-knockout-Mäuse sowohl einen oxidativen als auch glykolytischen Metabolismus 
haben. Die FOG Fasern sind metabolisch heterogen, was durch die Subtypen FOG I, II, III 
und IV verdeutlicht wird. 
5.1.2 Enzymaktivitäten 
Veränderungen der Enzymaktivität des gesamten Muskels können durch Veränderungen 
des Metabolismus in den einzelnen Muskelfasern und/ oder durch eine veränderte Faserzu-
sammensetzung des Muskels bewirkt werden. In der vorliegenden Arbeit wurden diese 
Zusammenhänge untersucht.  
Hierfür wurden der SOL und der EDL ausgewählt. Der SOL ist ein langsam zuckender 
Muskel (slow-twitch). Das heißt, er ist in erster Linie auf Haltearbeit und Dauerleistung 
ausgelegt und ermüdet langsam. Er enthält zahlreiche Mitochondrien und viel Myoglobin, 
welches als Sauerstoffspeicher dient. Daher bezieht er seine Energie vorwiegend aus dem 
oxidativen Stoffwechsel und reagiert auf Sauerstoffmangel sehr empfindlich. Der EDL als 
ein schnell zuckender Muskel (fast-twitch) übernimmt hauptsächlich schnelle, kraftvolle 
Bewegungsarbeit. Er ermüdet schnell und enthält weniger Myoglobin und Mitochondrien. 
Daher arbeitet er überwiegend anaerob und deckt seinen Energiebedarf über den glykolyti-
schen Stoffwechselweg [Punkt, 2002].  
Dies spiegelt sich auch in den oben beschriebenen Ergebnissen der zytophotometrischen 
Messung wieder (siehe Unterkapitel 4.2). Es kann also gezeigt werden, welches Enzym für 
den jeweiligen Muskel bestimmend bzw. relevanter ist. Wie anhand der Diagramme er-
kennbar ist, nimmt im SOL die SDH-Aktivität in der Ang II-Gruppe (A) signifikant gegen-
über der Kontrollgruppe (C) ab. Die GPDH-Aktivität bleibt weitestgehend unverändert. 
Umgekehrt verhält es sich beim EDL. Die GPDH-Aktivität nimmt in der Gruppe mit Ang 
II-gabe (A) signifikant ab, die SDH-Aktivität verändert sich weniger stark. 
Im SOL ergibt die zytophotometrische Messung der Enzymaktivität eine signifikante    
Abnahme der SDH-Aktivität in allen Muskelfasern der Ang II-Gruppe (A) und eine signi-
fikante Zunahme der Aktivität in allen Fasern der Trainingsgruppe (Ex) im Vergleich zur 
Ang II-Gruppe. Für die GPDH-Aktivität des SOL werden hingegen nur geringe Verände-
rungen gemessen. Eine starke Verminderung der oxidativen Aktivität bei gering veränder-
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ter glykolytischer Enzymaktivität kann durch eine prozentuale Abnahme der oxidativen 
Fasern und/ oder durch eine Verschiebung hin zum glykolytischen Fasermetabolismus  
realisiert werden.  
Für den EDL ergibt die zytophotometrische Messung der Enzymaktivität eine signifikante 
Abnahme der GPDH-Aktivität in allen Muskelfasern der Ang II-Gruppe (A) und eine   
signifikante Zunahme der Aktivität in allen Fasern der Trainingsgruppe (Ex) im Vergleich 
zur Ang II-Gruppe. Für die SDH-Aktivität des EDL werden hingegen nur geringe Verän-
derungen gemessen. Dies bedeutet, dass eine stark verminderte glykolytische Aktivität bei 
gering veränderter oxidativer Enzymaktivität durch eine prozentuale Abnahme der glyko-
lytischen Fasern und/ oder durch eine Verschiebung hin zum oxidativen Fasermetabolis-
mus realisiert werden kann. Es konnte eindeutig gezeigt werden, dass dieser Effekt durch 
Ausdauertraining teilweise reversibel ist und sich der Fasermetabolismus der Mäuse mit 
Ang II-Infusion dem Metabolismus der Kontrollgruppe wieder annähert.  
Die beschriebenen Zusammenhänge werden durch die Veränderung des GPDH/SDH-
Aktivitätsquotienten bestätigt. In Abbildung 19 und 20 ist eindeutig die oben beschriebene 
Fasertypverschiebung zu erkennen. Somit ist die Bestimmung dieses Aktivitätsquotienten 
wichtig für die Darstellung des Fasershifts. Des Weiteren kann anhand des Quotienten die 
Aussage getroffen werden, dass die FOG Fasern diejenigen sind, welche am meisten durch 
veränderte Bedingungen beeinflusst werden. Das heißt, dass die FOG Fasern am schnells-
ten ihren Metabolismus an Veränderungen anpassen, also eine Verschiebung zum oxi-
dativen oder glykolytischen Stoffwechsel vollzogen wird. Es besteht ein metabolisches 
Kontinuum. Dies konnte auch bei Rattenmuskeln gezeigt werden [Punkt, 2002]. 
5.1.3 Relevanz zytophotometrischer Enzymaktivitätsmessungen in der Muskulatur 
In der vorliegenden Arbeit wurde die Zytophotometrie zur Quantifizierung charakteristi-
scher Enzymaktivitäten in definierten Muskelfasertypen eingesetzt. Für die Optimierung 
des methodischen Aufwands wurden verschiedene Einschränkungen getroffen bzw. in 
Kauf genommen. So wurden z.B. nur Enzymaktivitätsveränderungen und keine absoluten 
Werte ermittelt. Dies hat zur Folge, dass nur die Veränderungen des GPDH/SDH-
Aktivitätsquotienten eine sinnvolle Interpretation von Änderungen des Stoffwechselprofils 
erlauben. In der hier vorgestellten Anwendung und in vielen klinischen Untersuchungen ist 
die Ermittlung von prozentualen Enzymaktivitätsunterschieden, wie z.B. im Vergleich von 
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gesund und krank, ausreichend. Folglich kann auf die absoluten Enzymaktivitätswerte in 
den überwiegenden Fällen verzichtet werden.  
Des Weiteren repräsentiert die zytophotometrisch gemessene Absorption des Reaktions-
produkts in einer Muskelfaser nicht die gesamte Enzymaktivität dieser Faser, da ein recht-
eckiges Messfeld in der Mitte der Faser gescannt wurde. Somit werden die Mitochondrien 
und damit deren Enzymaktivität in der subsarkolemmalen Zone nicht mit berücksichtigt. 
Da die hier angewandte scanning-Zytophotometrie auf der Messung rechteckiger Mess-
felder basiert, kann die Peripherie einer Faser nicht ohne Überlappungen zur nächsten   
Faser erfasst werden. Bei gleicher Größe und Lage des Messfeldes in der Muskelfaser und 
bei Betrachtung nur von Enzymaktivitätsveränderungen kann dieser Mangel jedoch ver-
nachlässigt werden. Eine Korrelation zytophotometrischer und biochemischer Enzymakti-
vitätsbestimmungen konnte im Myokard und in verschiedenen Skelettmuskeln nachgewie-
sen werden [Punkt, 2002]. 
5.2 Metabolische Veränderung im Gesamtmuskel 
Im Muskelhomogenat zeigt sich eine signifikante Abnahme der SDH-Aktivität im SOL in 
der Ang II-Gruppe (A) sowie ein signifikanter Anstieg der Enzymaktivität in der Trai-
ningsgruppe (Abb. 22). Die Messung der LDH-Aktivität stellt keine signifikanten Unter-
schiede dar (Abb. 24). Bezugnehmend auf den EDL, zeigen sich weder Enzymaktivitäts-
änderungen der SDH noch der LDH (Abb. 23, 25). Diese Ergebnisse zeigen klar auf, dass 
Veränderungen auf dem Level der Muskelfasern nicht immer metabolische Veränderungen 
des gesamten Muskels reflektieren. Veränderungen der Faserzusammensetzung spielen 
ebenfalls eine wesentliche Rolle. Mit der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass 
es trotz signifikanter Veränderungen in den einzelnen Muskelfasertypen nicht unbedingt zu 
Veränderungen der Enzymaktivität im gesamten Muskel kommen muss. 
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5.3 Untersuchung von funktionellen Veränderungen im Skelettmuskel nach 
Angiotensin II-Infusion und nach zusätzlichem Ausdauertraining 
5.3.1 Muskelkraftmessung 
Die spezifische Kraftentwicklung ist in der Gruppe mit Ang II-Gabe (A), im Gegensatz zur 
Kontrollgruppe (C), vermindert. In der Gruppe mit Ausdauertraining (Ex) kann ein tenden-
zieller Anstieg der Kraftentwicklung, verglichen mit der Gruppe A, beobachtet werden. 
Auch wenn diese Ergebnisse nicht signifikant sind, lassen sich dennoch Veränderungen in 
der Kraftentwicklung vermuten, die im Zusammenhang mit dem veränderten Fasermetabo-
lismus stehen. Wie bereits weiter oben beschrieben, führen Ang II und Ausdauertraining zu 
signifikanten Auswirkungen auf den Metabolismus der einzelnen Muskelfasern. Dies 
konnte anhand von Veränderungen der GPDH/SDH-Aktivitätsquotienten eindeutig erfasst 
werden.  
In vorherigen Arbeiten wurde zwar die Beteiligung von Ang II an der Kontraktilität und 
Leistungsfähigkeit von Skelettmuskeln diskutiert, jedoch nie direkt geprüft. Studien über 
ACE-Genotypen zeigen bei gesunde Menschen mit einer reduzierten ACE-Expression 
(folglich niedrigere Ang II-Werte) auf Grund genetischer Polymorphismen eine verbesser-
te Muskelleistung nach Ausdauertraining [Williams et al., 2000]. Des Weiteren resultiert 
aus einer Insertion von 287 Basenpaaren in das ACE-Gen eine erniedrigte Enzymaktivität, 
einhergehend mit einer verbesserten Ausdauerleistung [Montgomery et al., 1998]. Die  
genetischen Studien wurden durch pharmazeutische Untersuchungen mit ACE-Inhibitoren 
bestätigt. Onder et al. untersuchten die Abnahme der Muskelkraft und des Schritttempos 
bei 641 Frauen ohne Anzeichen einer chronischen Herzinsuffizienz. Es stellte sich heraus, 
dass eine Behandlung mit einem ACE-Inhibitor zu einer verlangsamten Abnahme von 
Muskelkraft und Leistungsfähigkeit führte [Onder et al., 2002].  
Es besteht die Annahme, dass eine Veränderung im Metabolismus zunächst Auswirkungen 
auf Ebene der Muskelfasern hat und dass diese Änderungen dort auch als erstes gemessen 
werden können. In der vorliegenden Arbeit konnte dies anhand der Enzymaktivitätsmes-
sungen gezeigt werden. Veränderungen im gesamten Muskel treten erst später auf, was 
durch die Aktivitätsmessungen im Muskelhomogenat dargelegt werden konnte. Ebenso 
verhält es sich mit der Kraftmessung am Skelettmuskel. Es sind Tendenzen einer Abnahme 
der Kraftentwicklung unter Ang II-Gabe und einer Kraftsteigerung unter zusätzlichem 
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Ausdauertraining zu erkennen. So führen metabolische Veränderungen auf dem Level der 
Muskelfasern erst nach längerer Zeit zu Änderungen der Muskelkraft und Leistungsfähig-
keit.  
Die durchgeführte Messung der cross section area zeigt keine signifikanten Unterschiede. 
Dies hilft die Aussage zu treffen, dass es keine groben morphologischen Alterationen sind, 
die den gemessenen Kraftverlust erklären, sondern definierte molekulare Veränderungen, 
wie z.B. der Stoffwechsel oder IGF-1. 
5.3.2 IGF-1 mRNA-Expression 
Es ist bestens bekannt, dass IGF-1 ein systemischer Wachstumsfaktor ist, der primär in der 
Leber synthetisiert wird. Zudem wirkt er auch auf autokrine/ parakrine Weise als lokaler 
Wachstumsfaktor an Herz- und Skelettmuskel [Philippou et al., 2007]. Andere Studien 
kommen zu dem Ergebnis, dass eine Überexpression von IGF-1 durch einen Akt/Foxo-
abhängigen Signalweg den krankheitsfördernden Effekt von Ang II auf den Muskel-
schwund verhindert [Song et al., 2005; Yoshida et al., 2010].  
Es konnte gezeigt werden, dass ein Konzentrationsanstieg von zirkulierendem Ang II zu 
einer anschließenden Veränderung in der Expression von IGF-1 führt. So ist eine um ca.  
42 % signifikant erniedrigte Expression der IGF-1 mRNA im SOL von Mäusen mit Ang 
II-Gabe (A) im Vergleich zur Kontrollgruppe (C) zu verzeichnen. Im EDL nimmt die   
Expression in Gruppe A signifikant um ca. 50 % ab. In der Gruppe mit Ang II-Gabe und 
zusätzlichem Ausdauertraining (Ex) wird in beiden Muskeln ein signifikanter Anstieg der 
mRNA-Expression, verglichen mit Gruppe A, gemessen. Man kann folglich vermuten, 
dass der durch Ang II ausgelöste Verlust der Muskelkraft auf einen Abfall von IGF-1   
zurückzuführen ist. Dies führt letztlich zu einem veränderten Fasermetabolismus sowie 
einer Verschiebung der Fasertypzusammensetzung, was sich in der verminderten Kraft-
entwicklung darstellt. 
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Kardiovaskuläre Erkrankungen stellen die häufigste Todesursache in Industrieländern dar. 
In Deutschland wurden im Jahr 2011 40,2 % aller Sterbefälle durch Herz-/ Kreislauf-
erkrankungen verursacht [Statistisches Bundesamt, 2012]. Zu den Hauptrisikofaktoren 
zählen z.B. Adipositas, Bluthochdruck, Hypercholesterinämie, Diabetes mellitus, Rauchen 
oder übermäßiger Alkoholkonsum, um nur einige zu nennen. Diese Faktoren führen zu 
grundlegenden pathologischen Veränderungen. In erster Linie zur Arteriosklerose sowie 
Hypertonie oder zur koronaren Herzkrankheit, welche unter anderem mit einer Belastungs-
intoleranz einhergeht. Daher spielt die Vermeidung von Risikofaktoren für die Prävention 
dieser Erkrankungen eine wichtige Rolle. Eine Art von Prävention stellt zum Beispiel der 
Ausdauersport dar. 
Für die vorliegende Studie wurden sechs Monate alte männliche ApoE-knockout-Mäuse 
verwendet. Jeder Maus wurde subkutan eine Pumpe implantiert, die entweder mit Angio-
tensin II (Ang II) oder physiologischer Natriumchlorid-Lösung gefüllt war. Der jeweilige 
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Inhalt wurde kontinuierlich über 4 Wochen appliziert. Zur Durchführung der Versuche 
erfolgte die Einteilung in drei Gruppen, von denen nach vier Wochen 49 Tiere zur Analyse 
bereit standen. 12 Mäuse mit einer Natriumchlorid-Lösung gefüllten Pumpe (Kontroll-
gruppe C), 19 Mäuse mit eine Ang II gefüllten Pumpe (Gruppe A) und 18 Mäuse mit einer 
Ang II gefüllten Pumpe und einem zusätzlichen Laufbandtraining (Gruppe Ex). Es wurden 
der SOL sowie der EDL entnommen. Ein SOL wurde anschließend zweigeteilt, wobei die 
eine Hälfte der Anfertigung von zahlreichen Serienschnitten im Kryostaten diente. Die 
andere Hälfte wurde für molekulare Analysen gebraucht. Mit dem kontralateralen SOL 
wurde eine Kraftmessung im Organbad durchgeführt. Ein EDL wurde als ganzer Muskel 
im Kryostaten geschnitten. Auch hier wurde eine Vielzahl von Serienschnitten angefertigt. 
Der kontralaterale EDL diente ebenso der molekularen Analyse.  
Ziel der Studie war es herauszufinden, ob und wie Ang II in schon kardiovaskulär 
vorgeschädigten Mäusen zu metabolischen Veränderungen im Skelettmuskel führt und ob 
diese durch zusätzliches Ausdauertraining beeinflusst werden. Ein Teil der Arbeit lag dabei 
in der Erfassung von Abwandlungen des metabolischen Profils sowie der fasertypbezog-
enen Veränderung des Metabolismus. Dazu kamen qualitative immun- und enzymhisto-
chemische Nachweismethoden zum Einsatz. Für die quantitative Analyse der fasertyp-
spezifischen Enzymaktivitätsveränderungen wurden zytophotometrische Messungen 
durchgeführt. Außerdem wurden Enzymaktivitätsmessungen im Muskelhomogenat vorge-
nommen, um Änderungen im Gesamtmuskel aufzuzeigen. Weiterhin war von Interesse, 
wie sich metabolische Veränderungen auf die funktionelle Kapazität der Skelettmuskulatur 
nach Ang II-Infusion und nach zusätzlichem Ausdauertraining auswirken. Auch der 
„cross-talk“ zwischen Ang II und IGF-1 wurde analysiert. 
Bei Betrachtung der Kraftmessung, welche mit dem SOL durchgeführt wurde, lassen sich 
zwar keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen ausmachen, jedoch sind 
deutliche Tendenzen zu erkennen. So ist die spezifische Kraftentwicklung bei 150 Hz in 
der Gruppe mit Ang II-Gabe (A) um ca. 36 % geringer als in der Kontrollgruppe (C). In 
der Ang II-Gruppe mit zusätzlichem Ausdauertraining (Ex) sind es nur 12 % weniger im 
Vergleich zur Kontrollgruppe. Es lässt sich feststellen, dass einem Kraftabfall durch Aus-
dauertraining teilweise entgegengewirkt werden kann. Bei der Messung der cross section 
area des SOL sind keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei Versuchsgruppen 
zu erkennen. Dies hilft die Aussage zu treffen, dass es keine groben morphologischen  
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Alterationen sind, die den Kraftverlust erklären, sondern definierte molekulare Verände-
rungen, z.B. im Fasermetabolismus oder durch das IGF-1.  
Daher ist es notwendig, eine Fasertypisierung innerhalb verschiedener Klassifizierungs-
systeme durchzuführen, um fasertypbezogene Aussagen treffen zu können. Zu diesem 
Zweck wurden Serienschnitte angefertigt, die enzymhistochemisch, immunhistochemisch 
und zytophotometrisch untersucht wurden. Ein und dieselbe Faser wurde in den verschie-
denen Serienschnitten aufgesucht, die Ergebnisse der untersuchten Reaktionen zusammen-
getragen und die Faser klassifiziert. So konnten die Muskelfasern entsprechend ihres 
MHC-Gehalts physiologisch in slow und fast oder basierend auf der Darstellung der     
myofibrillären ATPase in Typ I, Typ IIA und Typ IIB eingeteilt werden. Des Weiteren 
ermöglichte die zytophotometrische Aktivitätsmessung von drei Markerenzymen (ATPase, 
SDH, GPDH) die physiologisch-metabolische Fasertypisierung in SO, FOG und FG     
Fasern. Die FOG Fasern sind sehr heterogen in Bezug auf ihre GPDH- und SDH-Aktivität 
und ließen sich in der vorliegenden Arbeit in die Subtypen FOG I bis FOG IV differenzie-
ren. Der GPDH/SDH-Aktivitätsquotient wurde bestimmt, weil sich damit eine eindeutige 
Muskelfaserklassifizierung durchführen lässt. Veränderte Werte des Aktivitätsquotienten 
deuten auf eine Verschiebung im metabolischen Profil der Faser hin. Alles in allem konnte 
so ein fasertypspezifischer Vergleich der drei Versuchsgruppen durchgeführt und Verände-
rungen mit Hilfe der Zytophotometrie quantifiziert werden. 
Es zeigt sich in allen Fasern des SOL der Ang II-Gruppe (A) eine signifikant verminderte 
SDH-Aktivität mit einem Abfall von zum Teil über 50 %, verglichen mit der Kontroll-
gruppe (C). Im EDL hingegen fällt die SDH-Aktivität der Gruppe A nur geringfügig signi-
fikant ab oder bleibt unverändert. In der Trainingsgruppe (Ex) lässt sich im SOL ein     
signifikanter Anstieg der SDH-Aktivität in allen Fasern verzeichnen. Die Werte der Trai-
ningsgruppe gleichen sich denen der Kontrollgruppe an. Im EDL ist nur in den FOG IV 
Fasern ein signifikanter Anstieg der SDH-Aktivität in der Trainingsgruppe, verglichen mit 
Gruppe A, zu erkennen. In den übrigen Fasern ist kein Unterschied der beiden Gruppen zu 
verzeichnen.  
Bei Betrachtung der GPDH-Aktivität zeigt sich im SOL der Gruppe mit Ang II (A) im 
Vergleich zur Kontrollgruppe (C) ein geringfügig signifikanter Abfall der Enzymaktivität 
in den FOG I, II, IV und SO Fasern. Die GPDH-Aktivität in den FOG III Fasern bleibt 
unverändert. Im EDL hingegen lässt sich ein signifikanter Abfall der Enzymaktivität der 
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GPDH in allen Fasern der Gruppe A, verglichen mit der Kontrollgruppe, feststellen. Dieser 
Abfall beträgt um die 40 %. Im EDL lässt sich auch ein deutlich signifikanter Anstieg der 
GPDH-Aktivität in allen Fasern der Trainingsgruppe (Ex) feststellen. Die Werte gleichen 
sich denen der Kontrollgruppe an. Im SOL ist eine zum Teil geringfügig signifikante oder 
unveränderte GPDH-Aktivität der Gruppe Ex zu verzeichnen. Alles in allem hat sich die 
SDH-Aktivität im SOL und die GPDH-Aktivität im EDL stark verändert.  
Es resultiert für den SOL in Gruppe A, verglichen mit der Kontrollgruppe, ein signifikant 
erhöhter GPDH/SDH-Aktivitätsquotient in den Fasern FOG I, II, III, IV. Dies bedeutet 
eine Verschiebung hin zum glykolytischen Metabolismus. Die Trainingsgruppe hat einen 
im Vergleich zur Gruppe A signifikant verminderten Aktivitätsquotienten. Die Werte der 
Trainingsgruppe gleichen denen der Kontrollgruppe. Im Gegensatz dazu resultiert für den 
EDL ein signifikanter Abfall des GPDH/SDH-Aktivitätsquotienten in allen Fasern der 
Gruppe A im Vergleich zur Kontrollgruppe. Dies zeigt eine Verschiebung zum oxidativen 
Stoffwechsel an. Die Trainingsgruppe zeigt signifikante bzw. tendenzielle Unterschiede 
zur Gruppe A auf. Hier steigt der Aktivitätsquotient wieder an und erreicht teilweise das 
Niveau der Kontrollgruppe. Es lässt sich demnach feststellen, dass durch Ausdauertraining 
einer Verschiebung des Fasermetabolismus zum größten Teil entgegengewirkt werden 
kann. 
Mittels Messung im Muskelhomogenat konnte die Aktivität der LDH als Markerenzym für 
den glykolytischen Stoffwechsel und die SDH-Aktivität als Marker für den oxidativen 
Stoffwechsel im gesamten Muskel festgestellt werden. Hier zeigt sich für den SOL eine um 
53 % signifikant gesunkene SDH-Aktivität in der Gruppe mit Ang II (A) verglichen mit 
der Kontrollgruppe (C). Die LDH-Aktivität bleibt unverändert. In der Trainingsgruppe 
lässt sich in Bezug auf die Aktivität der SDH ein signifikanter Anstieg im Vergleich zur 
Gruppe A aufzeigen. Die LDH-Aktivität ist verglichen mit der Gruppe A in der Trainings-
gruppe unverändert. Im EDL zeigen sich weder in der SDH-Aktivität noch in der LDH-
Aktivität signifikante Unterschiede in allen drei Gruppen. Damit wird deutlich, dass     
metabolische Veränderungen auf Skelettmuskelfaserebene nicht unbedingt zu Veränder-
ungen im gesamten Muskel führen. Im Umkehrschluss bedeutet es, dass ein wechselnder 
Metabolismus im Gesamtmuskel nicht zwangsläufig Rückschlüsse auf eine identische 
Veränderung der einzelnen Skelettmuskelfasern gibt. 
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Bezugnehmend auf IGF-1, welches einen protektiven Einfluss auf die Skelettmuskulatur 
hat, zeigt sich eine um ca. 42 % signifikant verminderte Expression der IGF-1 mRNA im 
SOL von Mäusen mit Ang II-Gabe (Gruppe A) im Vergleich zur Kontrollgruppe (C). Des 
Weiteren ist ein signifikanter Anstieg der mRNA-Expression in der Gruppe Ex, verglichen 
mit Gruppe A, zu verzeichnen. Der EDL weist ähnliche Ergebnisse auf, denn die Expressi-
on der IGF-1 mRNA von Mäusen mit Ang II-Gabe, im Vergleich zur Kontrollgruppe, ist 
signifikant um ca. 50 % vermindert. Unter Ausdauertraining (Ex) ist ein signifikanter   
Anstieg der mRNA-Expression, verglichen mit Gruppe A, zu sehen. Diese Ergebnisse  
decken sich mit anderen Studien, die herausfanden, dass eine erhöhte Konzentration an 
Ang II mit einer erniedrigten Konzentration an IGF-1 einhergeht. Ausdauertraining führt 
somit zu einem steigenden Level von IGF-1, welches protektive Effekte z.B. auf das kardi-
ovaskuläre System und die Skelettmuskulatur hat.  
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Ausdauertraining, welches in der 
Prävention von kardiovaskulären Erkrankungen eine wichtige Rolle spielt, im eingesetzten 
Tiermodell einen lebensverlängerten Effekt auf die Mäuse mit Ang II-Gabe hatte. Zwar ist 
alleine durch Training einer Krankheit nicht vorzubeugen, dennoch kann dadurch eine 
Normalisierung der metabolischen Veränderungen im Skelettmuskel erreicht werden. Der 
positive Effekt regelmäßigen Trainings auf die Muskelfunktion führt zu einer besseren 
Lebensqualität und Belastbarkeit von beispielsweise herzinsuffizienten Patienten. 
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